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Introduction. 


L’immunisation des animaux se traduit réguliérement par 
Vapparition d’anticorps spécifiques dans le plasma sanguin. II 
nous a paru intéressant de rechercher si cette immunisation était 
aussi accompagnée par des modifications cellulaires. Le pro- 
bléme posé sous cette forme n’a donné lieu qu’aé un petit nombre 
de travaux. Signalons du moins ceux de H. Oeller [41], de 
E. Epstein [2], de R. N. Nye et I’. Parker [8], de T. Hellman et 
G. White [4], de W. E. Ehrich [5]. Pour la plupart, ces travaux 
avaient surtout pour objet de mettre en évidence un réle des cel- 
lules réticulo-endothéliales dans la genése des anticorps. 


Partie expérimentale. 

Pour nos expériences, nous nous sommes servi de 3 espéces 
animales : lapins, cobayes et souris et de deux antigenes, un 
antigéne dépourvu de toute toxicité « primaire »: le sérum de 
cheval, et un autre antigéne qui posséde, en revanche, un certain 
pouvoir toxique : l’endotorine typhique. (Nous désignons sous ce 
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nom le complexe glucido-lipido-polypeptidique tel qu'on peut 
l’extraire du bacille typhique smooth par la méthode a l’acide tri- 
chloracétique de A. Boivin.) 


I. — TEcHNIQUE. 


A. EXPERIENCES AVEC LE SiRUM DE cHevAL. — Nous avons utilisé 
7 lapins et 20 cobayes, Ces animaux ont été immunisés avec du 
sérum de cheval normal, frais, sans antiseptique (par voie intra- 
péritonéale, intraveineuse ou intracardiaque). De fortes doses furent 
employées, par exemple 10 cm® chez le lapin, 5 cm* chez le cobaye, 
pour une injection intrapéritonéale. Deux injections étaient faites 
par semaine, avec un maximum de douze injections. Un certain 
nombre d’animaux furent sacrifiés pendant le cours de ]’immuni- 
sation, les autres le lendemain de la derniére injection. A J’au- 
topsie, nous avons prélevé les principaux organes : glande sous- 
maxillaire, coeur, poumons, foie, pancréas, surrénales, etc., el 
les divers éléments lymphoides (ganglions du cou ou du mésen- 
tére, rate, thymus). Les biopsies de tissus ont été fixées, coupées 
et enfin colorées par les méthodes classiques des _histologistes 
(Bouin, hématéine-éosine, trichromes). 

Pendant immunisation, nous avons, a plusieurs reprises, 
saigné les animaux pour rechercher la présence des précipitines 
dans le sérum. En outre, chez les lapins nous nous sommes 
assurés de la valeur de immunisation en délterminant, au moyen 
d’une injection sous-cutanée de sérum de cheval (1 cm‘), une 
réaction nécroltique locale (phénoméne d’Arthus). 


B. ExpirieNCES AVEC L’ENDOTOXINE TyPHIQUE. —— Elant donné 
la toxicilé propre de ce produit, nous n’avons injecté, chez les 
animaux, que des doses trés faibles d’endotoxine. Celles-ci, néan- 
moins, sont parfaitement capables de produire une immunisation 
spécifique. Toutes nos recherches antérieures en font foi. 

1. Expériences chez le cobaye. — Vingt cobayes normaux, 
pesant entre 250 et 400 g. en parfait état physiologique au début 
de l’expérience, ont regu, les 27, 28, 29 et 31 janvier, le 3 et le 
6 février 1947, une injection sous-cutanée (abdominale) de 
4/10 de mg. d’endotoxine typhique en solution dans l’eau. Ces 
animaux, divisés en trois lols, ont été sacrifiés, les premiers, le 
4 février ; les seconds, le 6 février ; les derniers, le 11 février. 
Au moment de leur mort, un grand nombre d’entre eux avaient 
maigri. Leurs organes (ganglions cervicaux, thyroide, thymus, 
sous-maxillaire, poumons, reins, surrénales, rate, foie, etc.) ont 
élé prélevés, placés dans un liquide fixateur, enfin coupés et 
colorés selon nos méthodes habituelles. 

2. Expériences chez la souris. — Trente et une souris blanches 
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ont été soumises a des injections répétées, par voie intrapérito- 
néale, d’endotoxine typhique en solution aqueuse (une injection 
de 40 pg. tous les quatre jours, quatre injections au maximum). 
Au cours de ce traitement, plusieurs souris sont mortes naturel- 
lement. Elles ont été autopsiées aussitot. Les autres ont été 
sacrifiées le lendemain de la derniére injection. Chez tous ces ani- 
maux nous n’avons prélevé que du tissu lymphoide : les gan- 
glions du cou, le thymus et la rate. 


II. — Résurrats. 


Pour apporter plus de clarté 4 notre exposé, nous envisagerons 
dune part, les lésions et les réactions cellulaires observées dans 
les différents organes : poumons, foie, reins, etc. Nous ferons, 
d’autre part, une étude particuliére des altérations du tissu lym- 
phoide, car ce sont elles qui nous paraissent les plus intéres- 
santes. 


A. EXPERIENCES AVEC LE SERUM DE CHEVAL. — 1. Lésions el 
réactions d’organes divers. — Nos observations ont été du méme 
ordre chez les lapins et les cobayes. Assez réguliérement, nous 
avons trouvé, sur les coupes, des lésions inflammatoires diverses, 
celles-ci étant plus nettes dans la derniére phase de l’immuni- 
sation et surtout lorsque nous avions eu recours, pour injecter 
Vantigéne, 4 une méthode brutale : injections dans la veine et 
dans le coeur. 

Dans le poumon, existaient des raptus hémorragiques dont: 
l’étendue était variable, de grosses réactions a4 cellules mono- 
nucléées autour des vaisseaux et des bronches, quelques micro- 
abeés a polynucléaires. Des parois artérielles nous ont semble 
anormalement épaisses. 

Dans le foie, nous avons noté de la congestion, une légére 
diapédése des polynucléaires, plus fréquemment des amas de 
cellules lympho- ou monocytaires, isolés ou groupés autour des 
vaisseaux (en particulier dans les espaces de Kiernan). Nous avons 
observé également quelques cellules hépatiques en ¢lat de nécrose. 

Sur les coupes du corps thyroide, de la sous-mazillaire, du 
ceur, du pancréas, du rein et du testicule, nous avons vu aussi 
diverses lésions (congestion, hémorragies légéres, petits foyers 
nécrotiques entourés d’une réaction conjonctive), mais toutes ces 
lésions étaient, en somme, peu marquées, et elles n’ont pas retenu 
spécialement notre attention. ; 

Nous avons, en revanche, examiné trés attentivement les capsules 
surrénales pour tacher d’y découvrir des signes histologiques 
Whyperactivité glandulaire. Mais notre attente a été décue. Dans 
la plupart des cas, ces elandes n’étaient pas hypertrophiées et les 


90 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


différentes zones, glomérulaire fasciculée et réticulée, avaient con- 
servé leur aspect normal. Sur les pieces étudiées, nous n’avons 
trouvé que les Iésions habituelles, nappes hémorragiques, quelques 
foyers de nécrose... A cet égard, les observations que nous avons 
faites chez les cobayes traités par l’endotoxine sont tout a fait 
différentes. 

2. Lésions et réactions du tissu lymphoide (ganglions, thymus 
el rate). — Sur toules les coupes que nous avons étudiées, les alté- 
rations du tissu lymphoide étaient trés importantes. A tous égards, 
tant par leur nature que par leur étendue, elles méritent de retenir 
attention. 

a) Lésions cellulaires. — Dans des cas assez nombreux, les 
lymphocytes avaient perdu leur forme normale pour revélir un 
contour irrégulier ; nous avons méme observé parfois une pycnose 
nucléaire nette, Sur plusieurs coupes, il existait aussi une atteinte 
indiscutable des cellules germinatives (lyse). 

b) Réactions vasculaires. — La dilatation et la congestion des 
vaisseaux, constamment trouvées, étaient néanmoins particuliére- 
ment marquées sur les piéces provenant d’animaux qui, en cours 
d’immunisation, avaient succombé brusquement, par un_ phéno- 
méne de choc, aprés une injection intraveineuse ou intracardiaque 
d’antigéne. 

c) Réactions de la trame conjonctive. — Celles-ci existaient éga- 
lement sur toutes nos préparations, a des degrés divers, il est 
vrai. Elles représentaient les différents stades d’une inflammation 
granulomateuse : oedéme distendant l’organe entier, infiltration 
plus ou moins abondante de polynucléaires, diffuse ou localisée 
(micro-abeés), multiplication des cellules macrophagiques aux 
dépens des éléments lymphoides, desquamation des cellules réti- 
culées dans les sinus, enfin, chez les animaux sacrifiés tardive- 
ment, prolifération fibroblastique et développement d’un tissu de 
sclérose. 


B. EXPERIENCES AVEC L’ENDOTOXINE TYPHIOQUE. — 1. Lésions et 
réactions d’organes divers. — Cet examen n’a été fait que chez 
le cobaye. 


Sur coupes des différents organes provenant de cet animal, nous 
avons mis en évidence des lésions diverses : lésions hémorragiques 
ou dégénéralives (foyers localisés de dégénérescence graisseuse 
dans le foie, pyenoses nucléaires dans le pancréas...), et aussi des 
réaclions conjonctives assez netles (par exemple, réticulose pul- 
monaire), En somme, les altérations tissulaires que nous avons 
remarquées ici ne différent pas profondément des autres lésions 
et réactions d’organes que nous avons rapportées précédemment 
& propos de nos recherches avec Je sérum de cheval. Sur un seul 
point, mais ce point, il est vrai, parait important, notre étude a 
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Fic. 4. — Lésions du tissu lymphoide provoquées chez la souris immunisée 
par lVendotoxine typhique. 1° Lésions thymiques. (Photomicrographie de 
M. Manigault.) 


9, —- Lésions du tissu lymphoide provoquées chez la souris immunisée 


Fig. ‘ ue 1 tf 
par Vendotoxine typhique. 2° Lésions spléniques. (Photomicrographie de 


M. Manigault.) 
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fourni une donnée nouvelle ; elle concerne les capsules surrénales. 

En tous cas, nous avons observé une hypertrophie netle du 
cortee surrénal que traduisait déjA macroscopiquement l’augmen- 
tation de masse de la glande totale et qui était accompagnée par 
des modifications histologiques importantes. La couche gloméru- 
laire était amincie et claire, les couches sous-jacentes (surtout la 
fasciculée) étaient, au contraire, anormalement développées. Dans 
la couche fasciculée, se trouvaient cote a cdte des zones sombres 


ric. 3. — Lésions du tissu lymphoide provoquées chez Ja souris immunisée 


par l’endotoxine typhique. 3° Lésions ganglionnaires. (Photomicrographie de 
M. Manigault.) 


et des zones claires, ces derniéres étant constituées par des cellules 
remplies de vacuoles. A leur niveau, le tissu avait pris cet aspect de 
erible qui caractériserait, selon Ch. Lombard, P. de Boissezon et 
M. Pierre [6], l’hyperactivité fonctionnelle de la glande. Les capil- 
laires étaient dilatés. Enfin, sur un assez grand nombre de coupes 
du cortex, nous avons découvert, en outre, des lésions hémorra- 
ziques et des petits foyers inflammatoires. De son cété, la médullo- 
surrénale était presque toujours le siége de phénoménes hémorra- 
giques importants, parfois méme considérables. 

2. Lésions et réactions du tissu lymphoide (ganglions, thymus et 
rate). — Nous avons rencontré constamment, sur les coupes 
d’organes lymphoides prélevés chez les cobayes traités par ]’endo- 
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ioxine typhique, des lésions inflammatoires typiques, tantOt aigués 
(dilatation des vaisseaux, cedéme, altérations lymphocytaires, 
infiltrations de polynucléaires, etc.), tantot subaigués (réticulose), 
tantot chroniques (multiplication des fibroblastes, hypercollagé- 
nése). Sur les piéces provenant d’animaux sacrifiés tardivement, 
nous avons été trappés par l’importance de la réaction scléreuse, 
qui était parfois suffisamment intense pour entrainer une atrophie 
de l’organe (thymus, par exemple). 

Chez les souris soumises également a l’action de l’endotoxine, 
nous avons trouvé, dans le tissu lymphoide, des lésions encore plus 
importantes. Les plus nettes existaient dans le thymus, |’atteinte 
de la rate et surtout des ganglions étant relativement moins mar- 
quée. Toutefois, pour chacun de ces organes, les lésions étaient 
du méme type. Il s’agissait d’une part de lésions congestives et 
hémorragiques, d’autre part de lésions cellulaires (voir notre 
série de photomicrographies). 

Dans la zone corticale du thymus, survenait, aprés chaque injec- 
tion d’extrait bactérien, une vague de pycnoses. Toutes les cellules 
thymiques, ou presque toutes, entraient en dégénérescence. Dans 
la rate et les ganglions, l’atteinte cellulaire avait moins d’ampleur ; 
elle restait surtout localisée au niveau des centres germinatifs. 
Entre chaque injection, les lésions dégénéralives tendaient a se 
résorber rapidement pour faire place 4 une hyperplasie des cel- 
lules lymphocytaires et, a un degré moindre, des éléments histio- 
cytaires. Congestion et hémorragies disparaissaient aussi. La mul- 
tiplication des injections avait néanmoins pour résultat de ralentir 
ce processus réparateur. A la fin de |’immunisation, nous avons 
trouvé, sur de nombreuses coupes, de vastes territoires nécro- 
tiques dont toutes les cellules étaient mortes et qui se trouvaient 
séparés du reste du tissu par une barriére scléreuse. 


Discussion. 


I. — Les expériences que nous venons de rapporter indiquent 
que toute immunisation se traduit, chez |’organisme animal, non 
seulement par l’apparition d’anticorps spécifiques dans le plasma 
sanguin mais encore par d’importantes modifications parenchy- 
mateuses, sous forme de lésions et de réactions cellulaires. Ces 
Iésions et réactions sont surtout prononcées lorsque |’immunisa- 
tion est brutale, soit parce que l’anligéne jouit déja d’un certain 
pouvoir toxique (endotoxine typhique), soit parce qu’on a eu 
recours pour injecter les antigénes a la voie intraveineuse ou intra- 
cardiaque. Ces Iésions et réactions augmentent encore d’intensité 
lorsque ]’immunisation est prolongée. , 

Tous les tissus, néanmoins, ne sont pas également frappés. Sur 
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ce point, notre opinion est formelle. Le tissu le plus atteint est le 
tissu lymphoide. Constamment, on y retrouve toute la gamme des 
lésions et réactions inflammatoires : réactions vasculaires (cedéme, 
congestion, raptus hémorragiques), mort des lymphocytes ou des 
thymocytes démontrée par l’aspect pycnotique des noyaux, réac- 
tions de la trame et des cellules conjonctives : plasmocytes, mono- 
cytes, histiocytes, cellules réticulées et fibroblastes. 

Tout se passe comme si l’immunisation entrainait un véritable 
remaniement du tissu lymphoide. Pareille constatation, déja inté- 
ressante en sol, l’est encore davantage par les problémes qu’elle 
souléve. 

II. — Tout d’abord, il importe de se demander si un pareil 
remaniement intervient, en quelque fagon, dans l’élaboration des 
anticorps. Sur ce point, également, notre opinion est trés nette. 
Il est impossible de faire état des modifications histologiques que 
nous avons signalées pour démontrer que les anticorps sont formés 
par telle cellule et non par telle autre. 

Comme on le sait, le lieu de formation des anticorps fait encore 
l'objet des plus vives discussions. Tous les auteurs s’accordent 
pour le placer dans certaines cellules, mais ]’accord cesse lorsqu’il 
s’agit de préciser la nature de celles-ci. Pendant longtemps, on a 
mis en cause les divers éléments du systéme réticulo-endothélial, 
et cette localisation trouve encore aujourd’hui ses défenseurs. 
Cependant, au cours de ces derniéres années, d’autres théories 
ont été formulées qui ont souligné l’importance de cellules diffé- 
rentes. Ainsi, pour Ehrich et ses collaborateurs [7], pour 
Dougherty, Chase et White [8], les anticorps prendraient unique- 
ment naissance dans les lymphocytes. Au contraire, selon 
Bjorneboe [9] ou Fagraeus [410], les véritables éléments générateurs 
d’anticorps seraient les plasmocytes. A l’heure actuelle, il reste 
difficile de prendre impartialement position. La question n’est pas 
close et nous-mémes n’avons pas, sur ce sujet, d’opinion person- 
nelle. Ce que nous tenons pourtant 4 souligner ici, c’est qu’il nous 
parait impossible de tabler sur les observations que nous avons 
rapportées plus haut pour définir un substratum cellulaire spéci- 
fique de |’immunisation. 

Sans doute, comme Ehrich et Dougherty, nous avons trouvé, 
chez nos animaux d’expérience, de profondes lésions lymphocy- 
taires el méme, si l’on tient seulement compte des clichés qui 
illustrent leurs articles, nous pouvons dire que les lésions obser- 
vées par nous étaient plus importantes que les leurs. Cependant, 
a cdté de ces phénoménes de dégénérescence lymphocytaire, nous 
avons aussi découvert des réactions plasmocytaires, histiocytaires, 
macrophagiques... La production des anticorps peut aussi bien 
résulter de hyperactivité des cellules conjonctives que de la lyse 
des lymphocytes. Pour cette raison, compte tenu de nos simples 
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constatations histologiques, le premier probléme soumis aA notre 
examen ne peut étre résolu, 

iI. — Une autre question mérite a présent d’étre poséc. Les - 
modifications tissulaires que nous avons observées chez les animaux 
traités soit par le sérum de cheval, soit par l’endotoxine typhique, 
traduisent-elles seulement le processus d’immunisation ou ne sont- 
elles pas plutdt le fait d'une hypersensibilisation de V organisme ? 

Si l’on a peu recherché, jusqu’a présent, les réactions tissulaires 
qui caractérisent l’immunisation, on a en revanche beaucoup étudié 
Jes lésions qui surviennent chez l’animal sensibilisé, autrement 
dit, les lésions allergiques. En ce domaine, depuis la publication 
fondamentale d’Arthus [44] sur le phénoméne qui porte son nom, 
les travaux se sont mullipliés a un tel point qu’il est devenu impos- 
sible de les citer tous [42]. En fait, la sensibilisation — au sens 
immunologique du terme — parait capable de produire des désor- 
res histologiques dans tous les organes, dans le cerveau [413], le 
poumon [414], le foie [45], le rein [46], le pancréas [47], la moelle 
osseuse [48] et le systeme génital [19], dans la peau [20] et les arti- 
culations [24]. Pourtant, si l’on abandonne Ja notion d’organes 
pour envisager plutdt celle de tissus, deux d’entre eux paraissent 
surtout frappés : le tissu vasculaire et le tissu conjonctif. 

Sur l’atteinte du tissu vasculaire [22], dans le cadre des Jésions 
allergiques, nous ne nous étendrons pas, car nous aurons ulté- 
rleurement plusieurs occasions d’y revenir, mais, dés aujourd’hul, 
nous dirons quelques mots des lésions conjonctives car, trés sou- 
vent, elles ont été étudiées sur des coupes de rate, de ganglions ou 
de thymus. Dans la longue suite de travaux expérimentaux consa- 
crés A ce sujet et qu'il nous est naturellement impossible de rap- 
porter ici complétement [23], nous voudrions signaler au moins, 
avec une mention spéciale, ceux de A.-P. Dustin et de P. Flo- 
rentin. Dustin [24], aprés injection de sérum de cheval chez la 
souris, a observé des lésions thymiques qui, d’aprés la descrip- 
tion qu’il en donne, paraissent trés voisines de celles que nous 
avons provoquées chez le méme animal avec |’endotoxine typhique. 
Les modifications structurales de l’organisme, découvertes par 
P. Florentin [25] ou par son éléve Simonin [26] aprés 
injection de sérum de cheval chez les cobayes, sont aussi 
tres proches des notres. Pourtant, ces derniers auteurs, 
pour expliquer ces modifications, mettent en cause non ?im- 
munisation, mais la sensibilisation. Dans ces conditions, que 
conclure A propos des lésions que nous avons personnellement 
observées ? La réponse est embarrassante. Sans doute est-il umpos- 
sible de délimiter nettement, dans la genése des altérations ana- 
tomiques qui surviennent constamment chez les animaux soumis a 
des injections répétées d’antigéne, ce qui appartient en propre a 
lV’ immunisation et a la sensibilisation. 
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D’ailleurs, a notre avis, le véritable probléme n'est pas 1a puis- 
qu’en tous cas les désordres observés paraissent élre d'un type trés 
voisin. Il est le suivant : 

Pourquoi ces désordres apparaissent-ils chez les animaux immu- 
nisés ou sensibilisés ? En d’autres termes, quel est le mécanisme 
qui préside & l’apparition des lésions dont la nature est dite aller- 
gique ? 

IV. — Encore aujourd’hui, dans les publications les plus 
récentes [27] qui abordent une étude de ce genre, les auteurs se 
contenlent habituellement de répondre que ces lésions traduisent 
une réaction antigéne-anticorps «in vivo ». Ce point de vue est 
sans doute exact sur le plan immunologique, mais il n’a pas la 
valeur d’une explication. I] se borne a déplacer les données du 
probléme qui se pose désormais ainsi: comment une réaction 
anligéne-anticorps in vivo peut-elle aboutir réguliérement & des 
altérations anatomiques aussi graves ? En ce domaine, n’ont été 
faites qu’un petit nombre d’expériences. 

a) Expériences « in vivo ». — Rappelons au moins celles de 
E. L. Opie [28] sur le phénoméne cutané d’Arthus. En injectant, 
chez l’animal, des combinaisons spécifiques antigéne-anticorps sous 
forme de précipilés, Opie a bien’ provoqué une réaction inflamma- 
toire locale. Mais cette réaction était, en somme, fort banale (puis- 
qu’on peut déterminer une inflammation localisée avec n’importe 
quel produit) ; elle était loin d’avoir l’intensité caractéristique de 
la réaction allergique spontanée. Une simple combinaison antigéne- 
anticorps in vivo ne suffit done pas a expliquer la nature de 
celle-ci. 

b) Expériences « in vitro ». — Par leur caractére négatif, ccs 
derniéres nous paraissent les plus intéressantes. Prenons une rate 
de cobaye hyperimmunisé par du sérum de cheval et mettons-la 
en culture in vitro, selon la méthode de Carrel. Au cours des 
heures qui suivent s’échappent, du petit fragment ensemence. 
d’innombrables cellules (globules rouges, polynucléaires, lympho- 
cytes, plasmocytes, monocytes, etc.); un peu plus tard, appa- 
raissent aussi les premiéres cellules qui peuvent se multiplier dans 
ces conditions : éléments du systéme réticulo-endothélial (histio- 
cytes-macrophages) et fibroblastes. Au bout de vingt-quatre heures, 
on trouve done réunis dans le milieu tous les types de cellules 
que l’on considére aujourd’hui comme capables de renfermer ou 
méme de produire des anticorps. Ajoutons alors au contact de 
ces cellules « immunisées » l’antigéne correspondant, soit I a 
II gouttes de sérum de cheval. Si cet antigéne était toxique pour 
les cellules — comme il semble l’étre in vivo — celles-ci devraient 
étre rapidement frappées de mort. En réalité, c’est le contraire 
qui se produit. Nous avons souvent fait cette expérience avec notre 
collaborateur E. Lasfargues [29]. Dans tous les cas, nous n’avons 
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jamais observé de nécrose cellulaire. Nous avons méme remarqué 
que l’addition de sérum favorisait, d’une part, la migration des 
cellules mobiles et, d’autre part, la croissance des souches fibro- 
blastes-macrophages. Ces recherches, d’ailleurs, ne faisaient 
que confirmer les résultals antérieurement obtenus par J. D. 
Aronson [30]. 

Si nous estimons ces expériences pleines d’intérét, c’est qu’elles 
sulfisent 4 montrer que les nécroses cellulaires observées chez les 
animaux immunisés ou sensibilisés ne résultent pas d’un simple 
contact entre les cellules qui renferment les anticorps et les anti- 
génes correspondants. Elles démontrent aussi que la mort des 
cellules n’est pas davantage le fait d’une substance particuliére, 
cytotoxique (histamine ou autre), qui se trouverait libérée lors de 
ce contact. Si cette substance existait, en effet, elle aurait donné 
naissance, dans les cultures, a des lésions cellulaires importantes. 

Pour toutes ces raisons, nous posons le principe suivant : chez 
Vanimal immunisé ou sensibilisé, c’est sans doute la réaction 
antigéne-anticorps qui, en derniére analyse, détermine les lésions 
allergiques, mais elle ne les détermine pas directement. Elle se 
borne a déclencher un mécanisme spécial, 

V. — Pour découvrir ce mécanisme, nous avons décidé de rai- 
sonner non plus sur le plan immunologique, puisque cette voie 
d’approche, jusqu’a présent du moins, ne parait pas capable de 
donner des résultats, mais d’un point de vue physiopathologique. 

1° En premier lieu, nous avons voulu savoir si les lésions et 
réactions dites allergiques différarent histologiquement des autres 
manifestations inflammatoires. On l’a pensé autrefois en souli- 
enant, dans le cas des premieres, la netteté de infiltration tissu- 
laire par les éosinophiles et la dégénérescence fibrinoide du colla- 
géne. Mais ce point de vue n’est plus guére défendu aujour- 
d’hui [34]. Au fur et 4 mesure que les observations se sont multi- 
pliées, on a reconnu qu’aucun crilére histologique net ne permettait 
Vindividualisation des lésions allergiques. Dés lors, le probleme 
a étudier se raméne A Ja recherche des facteurs qui conditionnent 
l’apparition dans l’organisme de foyers inflammatoires diffus, mais 
d’un caractéere banal. 

2° Pour |’étude convenable de ce probleme, nous avons en outre 
senti la nécessité de distinguer assez précisément, dans le foyer 
inflammatoire de nature allergique, ce qui est lésion et ce qui est 
réaction. Comme on le sait, toute lésion cellulaire, qu’elle soit 
accompagnée par la mort brutale de Ja cellule ou par sa lente 
dégénérescence, entraine réguli¢rement autour d’elle des réactions 
conjonctives. Les histiocytes se mobilisent en macrophages et se 
multiplient, les fibroblastes proliférent également et élaborent le 
collagéne. Bien entendu, ce stade réactionnel représente a lui seul 
un sujet d’étude fort important ; par exemple, il serait trés utile 
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de connaitre quels sont les éléments chimiques qui interviennent 
dans sa genése. Cependant, du point de vue qui nous intéresse plus 
particuliérement ici, ce stade, secondaire, n’est pas fondamental. 
Ce qu’il importe d’étudier avant tout, c’est le premier slade : le 
stade lésionnel. Ainsi, le probléme a résoudre se limile @ celut-ci : 
pourquoi, chez les sujets allergiques, certaines cellules sont-elles 
frappées de mort et entrent-elles en dégénérescence ? 

3° Si simples qu’apparaissent déja les données de ce probléme, 
nous avons tenu a les serrer encore de plus prés. Plutot que de 
soumettre 4 notre examen, dés le début, toutes les cellules qui 
peuvent étre la victime du processus allergique, nous avons éprouvé 
le besoin de faire un choix et de ne retenir qu’un seul type cellu- 
laire. Finalement, toute notre attention s’est portée sur le lympho- 
cyte. 

Nous avons retenu cette cellule surtout parce que nos expériences 
personnelles — celles qui sont rapportées plus haut — avaient 
souligné Ja constance et Ja netlteté de son atteinte chez les animaux 
hyperimmunisés, et aussi parce que cette cellule convient parfaite- 
ment a des expériences comparatives in vitro. 

VI. — Nous avons done décidé d’étudier trés précisément le 
mécanisme des lésions lymphocylaires d’origine allergique. 

Mais, avant de commencer ce travail — derniére étape qu'il fal- 
lait couvrir — nous nous sommes demandé si ce type de lésions 
ne survenail que chez les sujets traités par des injections réitérées 
d’antigéne ou s’il pouvait aussi étre observé dans d’autres condi- 
tions. Sur ce point, nous avons fait un trés grand nombre d’expé- 
riences qui seront rapportées en leur temps. Nous avons égale- 
ment consulté la plupart des travaux consacrés aux lymphocytes. 
De V’ensemble de nos observations, il ressort que l’apparition de 
lésions lymphocytaires dans ’organisme correspond a un phéno- 
méne trés fréquent, déja bien connu et qui peut étre constaté 
dans de trés nombreuses circonstances. Il existe chez les animaux 
hyperimmunisés. Il apparait également au cours des chocs (trau- 
matique, toxique, etc.), aprés une irradiation un peu forte, apres 
injection d’hormones (cortico-surrénales, génitales, ete.) ou des 
produits toxiques les plus divers comme la colchicine, l’uréthane, 
l’ypérite, etc. 

A cette liste, nous serions presque enclins A ajouter les endo- 
toxines bactériennes, les importantes lésions lymphocytaires que 
nous avons observées chez les cobayes et les souris trailés par 
l’endotoxine typhique pouvant étre a la fois une manifestation de 
immunisation, ou de la sensibilisation, et la marque de la toxicité 
particuliére de ce produit. Ainsi, le nouveau sujet de travail que 
nous abordons aujourd’hui rejoint notre étude antérieure sur le 
Mode d'action des endotoxines bactériennes [82]. Il la prolonge 
et la complete. 
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A Vorigine de toutes ces lésions lymphocytaires qui, histologi- 
quement, sont si comparables entre elles, et cela quelle que soit 
la cause premiére qui leur a donné naissance, faut-il faire inter- 
venir un méme mécanisme intime ? Dans ces conditions, quel est-il ? 
Existe-t-il au contraire plusieurs mécanismes qui, tous, abouti- 
raient au méme résultat ? Par exemple, les lésions lymphocytaires 
colchiciniques et les lésions allergiques sont-elles sous la dépen- 
dance directe d’un méme facteur ? Toutes ces lésions représentent- 
elles pour l’organisme une épreuve ou un bénéfice ? Autant de 
questions que nous avons examinées au cours du travail d’ensemble 
que nous présentons ici sur les Lésions et Réactions du Tissu lym- 
phoide. 


Résumé. 


1° Les auteurs ont étudié les modifications structurales qui appa- 
raissent chez des animaux (lapins, cobayes, souris) hyperimmunisés 
par du sérum de cheval ou par l’endotoxine typhique. Ces modi- 
fications sont importantes. Elles se caractérisent dans presque tous 
les organes par des lésions nécrotiques et des réactions conjonc- 
tives. Elles sont surtout marquées dans le tissu lymphoide (rate, 
ganglions, thymus). Les lésions lymphocytaires (dégénérescence, 
pycnose) sont la régle, cependant que la trame histiocytaire et 
fibroblastique réagit. 

2° Il parait impossible de faire état de ces lésions et réactions 
cellulaires pour attribuer 4 telle cellule plutot qu’a telle autre un 
role quelconque dans |’élaboration des anticorps. 

3° Toutes ces lésions et réactions traduisent-elles seulement un 
processus d’immunité, ou sont-elles plutét la marque d’un état 
de sensibilisation ? Une distinction de cet ordre est presque impos- 
sible a faire. Au surplus, elle n’a pas un gros intérét, le véritable 
probleme a résoudre étant, de toutes fagons, le suivant : quel est 
le mécanisme intime de ces lésions ? 

4° Les auteurs indiquent en terminant comment ils ont abordé 
l’étude de ce probleme. Ils ont fixé surtout leur attention sur les 
lésions lymphocytaires qui, en dehors méme de toute hyperimmu- 
nisation, surviennent trés fréquemment dans |’organisme & la suite 
des causes les plus diverses. 
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PURIFICATION ET CONCENTRATION 
DU BACTERIOPHAGE 


Il. — PRECIPITATION PAR L’ETHANOL 
ET REDISSOLUTION DES PHAGES — ESSAIS DIVERS 


par R. WAHL et L. BLUM-EMERIQUE (‘). 


(Institut Pasteur.) 


Nous avons décrit précédemment [6 et 7] une méthode qui 
permet une nolable purification des lysats bactériophagiques par 
adsorption sur un précipité de phosphate de calcium. 

Les solutions de phage purifié ainsi obltenues ont servi a divers 
essais pour oblenir une nouvelle purification, ainsi qu'une concen- 
tration. 

Les meilleurs résullats ont été ceux de la précipitalion par 
Véthanol. Avant de les exposer, nous reviendrons sur certains 
détails de technique qui ont été l’objet d’une mise au point depuis 
le précédent mémoire. 

‘TECHNIQUE. 


1° ENTRETIEN DES CULTURES. — La méme souche bactérienne 
(B. paradysentérique Flexner Y. 6R) et le méme phage sont tou- 
jours utilisés, ainsi que le méme milieu synthétique. La souche est 
entretenue pendant un mois environ sur le milieu synthétique déja 
décrit. ‘Les réensemencements sont faits tous'les soirs 4 la méme 
heure dans 10 cm’ de milieu avec 0,1 cm* d’une culture de la veille 
et laissés le méme temps a l|’étuve (quinze heures). Les cultures 
contiennent ainsi toujours la méme quantilé de germes vivants 
(ce que nous avons vérifié 4 maintes reprises) et dans le méme 
état. 

Tous les mois on ensemence un tube de milieu synthétique avec 
une culture conservée a la glaciére sur gélose inclinée depuis 
deux mois, et apres trois ou quatre repiquages, la nouvelle culture 
est substituée a la précédente. On évite ainsi que des mutants ne 
transforment complétement les caractéres de la souche (notamment 
sa sensibilité au phage). 


(*) Société Francaise de Microbiologie. Séance du 2 décembre 1948. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 76, n° 2, 1949. 8 
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2° PREPARATION DES LysAts. — On a utilisé tantot des lysats 
obtenus dans les conditions déja décrites ; tantot des préparations 
de litre plus élevé obtenues & partir des précédenles par une 
deuxiéme lyse, celle-ci en un temps. 

L’expérience a montré que cette derniére préparation devait étre 
conduite de la facon suivante: 15 cm* d’une culture de quinze 
heures de la bactérie en milieu synthétique sont placés dans un 
flacon de 10 litres, contenant 1.500 cm® du méme milieu, laissés 
cing heures au bain-marie a 87°, avec arrivée dans le fond du 
flacon d’air comprimé en bulles serrées par l’intermédiaire d’une 
sphére de verre percée de trous capillaires. 

Si om opére dans de bonnes conditions, la quantité de germes 
vivants est sensiblement constante : environ 150 millions par 
centimetre cube, c’est-a-dire au total 2,25 x 10". Cette culture est 
centrifugée et les bactéries sont remises en suspension dans un 
lysat centrifugé préparé par la méthode déja décrite, additionné 
de 1/10 de son volume d’une solution contenant tous les éléments 
en solution dix fois plus concentrés que d’habitude (sauf les phos- 
phates et le glucose ; ce dernier est ajouté aprés le mélange). 

La quantité totale de phages doit étre environ dix fois celle 
des germes. Pour un phage titrant 9 x 10° par centimétre cube, 
par exemple, ce sera environ 300 cm*. 

Le mélange est soumis pendant deux heures et demie a l’agi- 
tation dans un bain-marie 4 37°, puis centrifugé. C’est un liquide 
opalescent. Son pH est 6,5 environ. Son titre est d’environ huit 
fois le titre du lysat initial. On ne peut pas, par ce procédé, 
dépasser le titre 7x 10'°, car on ne peut pas utiliser un premier 
lysat de titre trop élevé, qui imposerait une quantité de microbes 
trop grande par rapport au volume de liquide. 


3° TITRAGE DES PHAGES. — Ces lilrages sont fails par la méthode 
des plages, aprés dilutions appropriées. 

Le titre est exprimé en nombre de phages par centimetre cube, 
et sert a calculer le nombre total de phages dans la fraction 
considérée, ; 

Pour titrer les phages dans une fraction contenant de l’alcool, 
on préléve rapidement dans celle-ci, avec une pipette, environ 
1 cm*, avant de la sortir de l’enceinte refroidie ott la précipitation 
a été faite. On verse aussit6t 0,1 em® du liquide prélevé dans 
10 cm?® d’eau bidistillée conservée a la glaciére, en mélangeant 
rapidement. Dés lors les phages ne risquent plus d’étre inactivés 
: on peut altendre 4 plus tard pour continuer les dilutions et faire 
€ titrage. 


4° Dosace p’AzoTe pRoTEIQUE. — Le dosage peut étre fait sur 
la totalité de la fraction considérée ou sur une portion aliquote, 
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parfois aprés concentration préalable sous vide partiel, si on pense 
que la quantité d’azote non protéique est trop faible pour que la 
précipitation par l’acide trichloracétique soit assez abondante dans 
le liquide non concentré. 

- Quand il s’agit d’une fraction contenant de l’alcool, on la 
débarrasse de la plus grande partie de cet alcool par distillation 
sous vide partiel. 

Le liquide, concentré ou non, est précipité par Ja moitié 
de son volume d’acide trichloracétique My Le précipité se 
forme et se rassemble lentement, surtout quand il est peu 
abondant. On laisse reposer douze heures, puis on centrifuge 
a 3.500 tours/minute pendant dix minutes dans un tube conique. 
On décante le surnageant, on lave trois fois le précipité avec 


une solution d’acide trichloracétique et on dose Vazote du 
) 


précipité par Ja microméthode de Kjeldhal. 


5° METHODES DE STERILISATION. — Le matériel utilisé est stéri- 
lisé et toutes les précautions possibles sont prises pour éviter 
les contaminations au cours des manipulations. Mais ces précau- 
tions ne peuvent suffire et il faut utiliser un antiseptique. Le 
thymol répond parfaitement aux besoins, car il est sans action 
sur les phages. 

Déja les lysats, malgré la centrifugation, contiennent des 
germes résistants aux phages : un séjour de trois jours a la 
glaciére avec un cristal de thymol suffit 4 les tuer. On évite ainsi 
les filtrations sur les filtres bactériologiques, qui toutes entrainent 
Vinactivation d’une partie des phages. 

Dans les opérations ultérieures, toutes les fractions sont addi- 
tionnées d’un cristal de thymol, qui suffit 4 les préserver des 
contaminations. 

Par ailleurs, la précipitation par le phospate de calcium stéri- 
lise les lysats en adsorbant Jes germes résistants, subsistant aprés 
la centrifugation. 


TESTS DE PURIFICATION ET DE CONCENTRATION. 


Le but de notre travail était de pousser le plus loin possible 
la concentration et la purification des phages, tout en réduisant 
au minimum leur inactivation. II fallait donc suivre, au cours 
des opérations, ces trois ordres de modifications, ce qui fut fait 
en mesurant respectivement dans chaque fraction : le titre, le 
rendement et l’indice de purification. 

1° Le titre est exprimé en nombre de phages par centimétre 
cube. 
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2° Le rendement est le rapport multiplié par 100 du nombre 
de phages actifs de la fraction considérée a celui de la fraction 
dont elle dérive. 

3° L’indice de purification a été défini dans notre premier 
mémoire : c’est le rapport multiplié par 10’ de la quantité 
(calculée en microgrammes) d’azote précipitable par Vacide tri- 
chloracétique dans un volume quelconque de la fraction au 


nombre de phages actifs dans le méme volume ( —=—~—— x 10° 
Bphages 


Dans une suspension pure de phages, tous actifs, cet indice 
serait égal A 10! fois la quantité d’azote contenue dans un 
phage. 

Il existe toujours des incertitudes dans l’interprétation de ces 
trois grandeurs ; elles sont dues non seulement aux erreurs inhé- 
1entes aux méthodes. employées, mais surtout a la fréquence de 
l’inactivation d’une partie des phages au cours des opérations. 
Les phages sont, en effet, d’autant plus facilement inactivés 
quwils sont plus purifiés. 


1° INCERTITUDES DUES AUX METHODES. — Le tilrage des phages 
comporte, par lui-méme, quelques causes d’erreur : les unes 
sont inhérentes a la technique proprement dite et dues notam- 
ment aux dilutions, aux mesures de volumes, etc. ; les autres 
interviennent surtout dans le titrage de solutions de phages trés 
concentrées. On constate, dans .ce dernier cas, que le titre 
apparent augmente si on attend quelque temps entre chaque dilu- 
tion, et qu’il est plus é¢levé quand les dilutions sont faites en 
bouillon, qu’en eau distillée. Il augmente aussi au: cours des 
dialyses. Ces irrégularités s’expliquent probablement, au moins 
en partie, par l’existence dans ces solutions concentrées d’agrégats 
de phages qui se dissocient lentement lors des dilutions, et plus 
facilement en bouillon qu’en eau distillée [4]. L’existence de 
substances anliphages a été également invoquée par Cohen [4] 
pour expliquer les anomalies de ce genre. D’une facon générale, 
dans les solutions concentrées de phages, le titre réél est plus 
élevé que le titre apparent. 


Le dosage dazole par le micro Kjeldhal comporte une faible 
marge d’erreur. 


2° INCERTITUDES DUES AUX INACTIVATIONS DE PHAGES. — Quand 
il n’y a aucune inactivation et que tous les phages d’une fraction 
sont retrouvés dans l’ensemble des fractions qui en dérivent, il 
n’y a aucune difficulté d’interprétation. Mais quand une certaine 
quantité de phages manque au bilan, nous n’avons aucun moyen 
de connaitre avec certitude la répartition des phages inactivés. 
Le rendement et Vindice de purification apparents ne donnent 
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pas une idée exacte du bilan de l’opération ; leur valeur réelle 
est en général plus élevée que leur valeur apparente, mais on 
ne peut pas la connaitre. 

Cependant, la comparaison des valeurs trouvées dans une 
fraction avec celles des fractions qui en dérivent, donne sou- 
vent des indications utiles. 

Prenons, par exemple, le cas oti la séparation de deux frac- 
tions a partir d’une préparation a causé Jl inactivation d’une 
partie des phages. Si Vindice de purification apparent est trés 
élevé dans lune de ces fractions, riche en azote protéidique, et 
trés peu dans l’autre, pauvre en azote protéidique, on peut 
supposer que la plus grande partie des phages inactivés se 
trouve dans la premiére. Dans cette hypothése, on peut calculer 
approximativement les indices de purification réels. 

Dans certains cas, on ne peut méme pas mesurer toutes les 
données, mais en comparant entre eux les chiffres dont on 
dispose, on peut faire encore des hypothéses qui guident l’expé- 
rimentation. Ainsi, quand on connait la quantité d’azote pro- 
téidique contenue dans toutes les fractions sans connaitre pour 
toutes le nombre de phages. 

En tenant compte des réserves précédentes, |’ étude ae ces trois 
grandeurs nous a permis de fixer les différents détails de notre 
technique, en ce qui concerne les meilleures conditions de préci- 
pitation et la redissolution des phages : température, concentra- 
tion en éthanol, pH, volume de la solution finale. 

Cette méthode comporte les temps suivants : précipitation par 
le phosphate de calcium (décrite dans notre travail précé- 
dent) [6 et 7], dialyse, précipitation par l’éthanol, remise en 
solution des phages. 


I. PricIPITATION PAR LE PHOSPHATE DE CALCIUM. 


Elle est faite dans les conditions indiquées dans notre précédent 
mémoire. Rappelons que, pour les lysats préparés par la méthode 
ordinaire, le titre ne baisse pas dans le surnageant, apres la 
précipitation. Pour les préparations de titre élevé, faites suivant 
la technique indiquée ci-dessus, le titre diminue souvent (de 
25 p. 100 environ). Ces lysats ont un pH plus bas a lorigine et 
ce pH atteindrait des valeurs trop basses si on précipitait tout le 
calcium. On est done amené a cesser la précipitation du calcium 
au moment ot le pH atteint environ 5,7. Une partie du calcium 
reste en solution et ces conditions différentes sont probablement 
la cause d’une précipitation partielle des phages avec le précipité. 

Apres la précipitation, les solutions concentrées de phages 
sont notablement clarifiées, & peine opalescentes. Leur pH était 
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compris entre 5,76 et 6,14. Elles contiennent beaucoup d’azote 
précipitable par l’acide trichloracétique et elles ont un indice 
de purification aux environs de 4 a 6. 


II. DrsLyse. 


Ces solutions contiennent done une grande quantité de sels (en 
particulier de chlorurcs). 

L’expérience a montré que la présence de ces sels empéche 
une bonne précipilation du phage par l’alcool ; on obtient des 
précipités trés volumineux, ne contenant qu'une faible partie des 
phages. C’est pourquoi la solution doit étre dialysée : quinze 
heures de dialyse environ suffisent en sacs de cellophane, contre 
eau courante, sous légére pression, avec un cristal de thymol 
dans la solution. La température doit étre aux environs de 10°. 
Si la température du laboratoire est élevée, on mettra des mor- 
ceaux de glace dans le liquide extérieur. I] n’y a aucune inacti- 
vation de phages dans ces conditions. Bien que la quantité de 
liquide ait légérement augmenté (de 15 p. 100 environ) aprés la 
dialyse, le titre apparent ne diminue pas. Il est souvent méme 
un peu plus élevé qu’avant, suivant un phénoméne dont nous 
avons parlé plus haut. I] ne se forme pas de précipité pendant la 
dialyse. Le pH passe 4 7 environ. Ce n’est qu’aux températures 
dépassant 20° que Vinaclivation est notable ; elle s’accompagne 
souvent d’une précipitation (voir tableau I). 

_Aprés la dialyse, la solution de phage peut é@tre conservée plu- 
sieurs jours a la glaciére avee un cristal de thymol. 


TasLeau 1. — Modifications du titre pendant la dialyse. 


TEMPS (EN HEURES) 


TEMPERATURE 


2,73 &K 10°} 5,7 x 410°) 4,02 x 10° 


2X 10° 
Gd<ol O49 


1,41 X 10*}-3,39 X 40°) 4 «10° 


La solution de phage, précipitée par le phosphate de calcium 
et dialysée, est additionnée a basse température de la quantité 
optima d’éthanol, puis centrifugée. Le précipité est lavé a |’éther, 
et repris par une solution tampon convenablement choisie, qui 


PURIFICATION DU BACTERIOPHAGE 109 


redissout la totalité ou la majeure partie des phages. On obtient 
une solution de phages, bleutée, trés opalescente et nettement 
fluorescente. Telles sont les grandes lignes de la méthode, que 
nous allons examiner en détails. 

Auparavant, il faut signaler que de nombreuses tentatives de 
traiter les lysats sans précipitation par le calcium et sans dialyse 
préalables, directement par l’éthanol, n’ont donné que des pré- 
eipitations incompletes, irréguliéres des phages, avee d’ailleurs 
un taux d’inactivation trés important. 

Nous allons décrire les temps suivants en indiquant comment 
ont été déterminées les conditions optima pour chacun d’eux. 


II]. Pr&cIPITATION PAR L’ ETHANOL. 


Supposons quil s’agisse de précipiter par exemple 100 cm* de 
solution de phages par 50 cm* d’alcool a 95°. La quantité d’alcoo! 
(50 cm*) est versée dans un tube a centrifuger, lequel est laissé 
pendant une heure dans une centrifugeuse placée dans une 
enceinte refroidie, dont la température est réglée entre — 15° et 
— 18°. 

Les 100 cm® de solution de phage séjournent pendant ce temps 
dans la glaciére a + 4°. 

Il faut, sans inactiver les phages, mélanger l’alcool et la solu- 
tion. Si l’on ne prenait pas les précautions nécessaires, deux 
causes d’inactivation pourraient intervenir : la congélation d’une 
part, si la température descend trop bas; laction de Jlalcool, 
méme trés dilué, si la température n’est pas assez basse (dés 
qu’elle dépasse —5° a —7° en certains points du mélange). 

L’expérience montre que la congélation ne se produit pas 
a —15° pour des mélanges titrant 8° d’alcool (10 cm®* d’alcool 
a 95° pour 100 cm’ de solution de phage) ou davantage ; a condi- 
tion que le mélange soit assez rapide pour éviter qu’une partie 
de la solution de phage ne se refroidisse 4 son point de congé- 
lation avant son mélange avec l’alcool. 

En pratique, on évite toute inactivation en versant lentement 
la solution de phages dans l’alcoo] (et d’autant plus lentement 
que la proportion d’alcool est moindre), tandis qu’on assure au 
fur et A mesure un mélange instantané des deux liquides par un 
brassage continu avec un agitateur en verre. 

Le précipité se forme presque immédiatement. I] suffit de 
laisser le mélange reposer dix minutes 4 —15° pour qu’il redes- 
cende A une température convenable et que la précipitation soit 
achevée. , 

Puis on équilibre rapidement les tubes de centrifugeuse et on 
centrifuge a 38.200 tours/minute pendant dix minutes (sans 
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compter le temps nécessaire pour larrét de la centrifugeuse) ; 
Venceinte de la centrifugeuse étant toujours a —15°. 

Si on désire titrer les phages du surnageant, on en préléve, 
dés la fin de la centrifugation, quelques gouttes qu’on dilue 
immédiatement au 1/100, en suivant les indications données plus 
haut. On décante facilement le surnageant, qu’on peut conserver 
pour y doser l’azote protéidique. Sur le précipité, collé au fond 
du tube, on verse immédiatement 20 cm* environ d’éther éthy- 
lique, refroidi a —15°, on équilibre rapidement et on replace 
aussilot le tube dans la centrifugeuse refroidie. 

On centrifuge quelques minutes a 1.500 tours/minute, on 
décante soigneusement l’éther et on verse sur le précipité le 
solvant approprié. Il importe de mener toutes les opérations trés 
rapidement, en particulier de ne jamais laisser le précipité 
séjourner a lair libre ot les phages s’inactivent trés rapidement 
par oxydation ; ni encore de le laisser se réchauffer quand il est 
en contact avee Valcool ou l’éther. 

Les quelques goultes d’éther qui restent sur le précipité ne 
sont pas nocives pour le phage. Cependant, on peut faire éva- 
porer sous vide a froid les derniéres traces d’éther avant la redis- 
solution. 

Le précipité est alors repris par un volume connu d’un solvan 
approprié qui, comme nous le verrons, doit ¢tre une solution 
saline tamponnée. I] se remet en solution particllement ou tota- 
lement suivant les cas. Cette mise en solution est lente. I] faut 
faire une extraction prolongée, d’aulant plus nécessaire que le 
litre de la solution de phage était plus élevé. Il faut prendre soin 
d’écraser complétement toutes les parties du précipité contre les 
parois afin de bien les dissocier. Mais il faut prendre garde 
également a la sensibilité des phages a la chaleur et a la lumiére. 
On mettra done le phage a Ja glaciére aprés une premiére et assez 
bréve manipulation, on l’en sortira plusicurs fois pour de courts 
instants pendant lesquels on recommencera a agiter le liquide 
et on triturera le précipité avee la baguette de verre. 

Le séjour a la glaciére se prolongera au moins deux heures 
en tout. Dans le cas ot le titre est tres élevé avant les précipi- 
tations, une seule extraction pourrait ¢tre insuffisante et il pour- 
rait é@tre utile d’en faire une seconde. 

Le précipité, remis en suspension dans le solvant, n’a pas 
un aspect homogéene, au moins quand on fait la précipitation avec 
des concentrations d’alcool relativement élevées. On voit une 
partic plus légére, d’aspect lipidique, souvent brunatre, qui se 
place 4 la partie supérieure et tranche avec le reste du précipité, 
plus abondant, plus lourd, blanchatre. 

La redissolution du précipité est compléte dans le cas of on 
a utilisé une faible concentration d’alcool pour la précipitation. 


ee i 
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Détermination des conditions optima de précipitation. 


TEMPERATURE. — L’alcool, méme A une trés faible concentra- 
tion et pendant peu de temps, fait baisser le titre en phages si 
la température n’est pas assez basse. Nous prions le lecteur de 
se reporter plus haut pour y trouver les conditions reconnues 
les meilleures. 


VITESSE ET TEMPS DE CENTRIFUGATION. — Des centrifugations 
trop rapides ou trop prolongées inactivent une partie des phages ; 
surtout si elles s’accompagnent d’élévation de température. Mais, 
méme a la glaciére, une centrifugation un peu prolongée a une 
assez grande vitesse, surtout dans une centrifugeuse angulaire, 
inactive une assez grande proportion de phages (de 1/4 a 3/4). 

Ces inactivations ont parfois passé inapercues des auteurs qui 
font des titrages de phages peu précis. 

Le tableau II montre les rendements aprés la remise en solu- 
tion des phages du précipité suivie d’une heure de centrifugation 
a 3.500 tours dans une centrifugeuse angulaire a la glaciére 
(comparer avec les chiffres du tableau IV oti cette centrifugation 
n’a duré que dix minutes). Le faible rendement et la valeur peu 
satisfaisante de l’indice de purification sont dus a l’inactivation 
pendant la centrifugation (comparer avec le tableau IV). 


TaBLEAv II (4). 


pil To T, oe Ip l, R 
1 

Sel A est Fs ots WU a a Sa Cat 20 Ses) 45 25 

43 | 3.6 10" | 1,98 S< 101 20 9°8 42 27 

4,5 Oe S10? Sa Ae OS eA OM 30 3,8 36 

4,5 Oe ONO Fre Be ai0te 24 20 


(1) Signification des symboles employés : T,, T,, titres (nombre de phages par centi- 
métre cube) dans la solution initiale et dans la solution finale; V,, V,, volumes respectifs 
de ces deux solutions; I,, I,. leurs indices de purification; pH est le pH de la solution 
tampon qui sert a redissoudre le précipité; R. rendement. 


CONCENTRATION EN ALCooL. — La concentration optima a été 
déterminée par une série d’essais. Chaque essai consiste a préci- 
piter 100 cm® d’une solution de phages, dialysée, par un certain 
volume d’alcool variant de 10 4 200 cm*. Le précipité est d’autant 
plus abondant que la quantité d’alcool est plus grande. Chaque 
précipité est trailé par 10 cm’ de la méme solution tampon 
a pH 4,49 (voir plus bas). Notons que pour 10 et 20 cm* d’alcool, 
le précipité est complétement redissous. Pour les volumes plus 
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grands d’aleool, une portion de plus en plus importante du pre- 
cipité reste insoluble. Le tableau HI indique les résultats d°une 
expérience ot on ajoute respectivement les volumes d’alcool sul- 
vants : 10 em® (correspondant approximativement a 8° alcooliques 
dans le milieu), 20 cm® (15°), 30 cm’ (21°), 40 cm* (27°), 
Bove? (315): 

Apres avoir, dans chaque fraction, dosé Vazote protéidique et 
titré les phages, nous avons calculé le nombre total des phages 
dans la solution initiale (P,), la partie redissoute du précipité (P,) 
et le surnageant (P.), ainsi que les indices de purification I,, I, 
et I, dans chacune des trois fractions ; et enfin le rendement pour 
la partie redissoute du précipité (R,) et pour le surnageant (R,). 

Plusieurs expériences semblables avec les mémes volumes 
d’alcool ou des volumes plus grands ont été faites, avec des 
résultals concordants. 


Tasteau Ill. — Précipitation de 100cm‘ de solution de phage (préa- 
lablement purifiee par le calcium) pour divers volumes d’alcool 
a 95°. Reprise du précipité par 10 cm‘ de tampon a pH 4,5 (2). 


VOLUME 

dalcool Po Jo P, J, Py 1, R, R, 
(cm$) 

40. 1,4 > 10!*/10,9/2,4 &K 101 40,71 7,440 | 9,4] 22 170 

90... .44,4 40!140,915,7 K 10/4261 5 X40] 4. | 52 1 5 

BO eetierrse DADS S yo 4 Te 6 Bie Ged OM iit i te meee oA OL25 1e90 47 0,8 

40. 14,8 XX 10" 1,08 X 102] 47 4,4 X10! | 49 60 | 0,4 

50 1,8 x 10!# 4,144 40'*| 3,8] 3,1 X40] 8,8] 63 | 0,2 


(2) Voir les explications dans le texte. 


Si on compare les quantilés de phages actifs trouvées dans les 
surnageants a celles des parties solubles des précipités, on 
1emarque qu’avec 10 et 20 em* d’alcool, la précipitation des 
phages est certainement partielle, alors qu’avec 30 cm®* et plus, 
la quantité de phages trouvée dans le surnageant est négligeable 
par rapport a celle de la portion soluble du précipilé. 

Néanmoins, le rendement dans le précipité est sensiblement 
inférieur 4 100 et on pourrait se demander si les phages manquant 
au bilan se trouvent a I’état inactif dans le surnageant ou dans 
le précipité, 

La réponse est fournmie par la comparaison avec nos autres 
expériences, qui sont nombreuses. 

En particulier, en ce qui concerne la précipitation par 50 em® 
(alcool, que nous avons adoptée pour les raisons indiquées plus 
bas, le tableau IV montre que la précipitation d’abord, l’extrac- 
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lion ensuite peuvent étre quantilatives. Mais, d’autres fois, les 
titrages ne permetient pas de retrouver tous les phages; ceux 
qui manquent au bilan ont certainement été précipités, puis 
redissous a l’état inactif dans la solution tampon. 

Nous avons également répété plusieurs fois les précipitations 
avec 30 et 40 cm® d’alcool. La précipitation compléte des phages 
est obtenue moins réguli¢rement et surtout l’indice de purifica- 
tion est moins satisfaisant qu’avec 50 cm? (il variait de 4,9 a 14, 
par exemple, pour un indice initial de 7). Il en est de méme 
au-dessus de 50 cm* d’alcool et jusqu’é 200 cm®; la quantité de 
protéides microbiens précipitée augmente, la purification est 
moins bonne. De plus, les précipités sont de plus en plus volu- 
mineux ¢et l’extraction des phages en devient plus laborieuse. 

‘Les proportions de 50 em* d’alcool pour 100 cm? de solution 
de phages ont done été adoptées. 


TV. Essar DE DIVERS SOLVANTS 
POUR EXTRAIRE LES PHAGES DU PRECIPITE. 


Avec les précautions indiquées plus bas, des essais ont été 
faits avec divers solvants : eau bidistillée, eau ammoniacale, - 
solutions tampons, soit simulfanément, soit successivement. 

Le rendement dépend du solvant utilisé, du titre du phage dans 
le liquide précipité et de Ja différence entre le volume précipité 
et le volume du solvant utilisé pour la récupération. 

Tout se passe comme pour une véritable redissolution du 
phage, la solubilité de celui-ci différant avec les solvants. 


DANS L’EAU BIDISTILLEE. — Le phage est relalivement peu 
« soluble ». Le rendement en phages n’est bon que si la solution 
précipitée par l’alcool a un titre faible et si le volume du solvant 
utilisé pour la récupération n’est pas trop petit par rapport au 
volume initial (premiére ligne du tableau III). Au contraire, avec 


TasLeau 1V. — Reprise du précipité par )’eau bidistillée (3) 


Vv 
To TY v, R 

oh Sly Om a0 10 ut 

1,8 X 10° Aer BOP 3 0,36 

1,3 >< 10° Sew Oi 5 0,0004 

AO" 3,6 X 106 10 0,0002 


(3) Mémes indications que pour le tableau II. 
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une solution initiale de titre méme moyennement élevé, le ren- 
dement est faible dés qu’on essaie de concentrer. 

Dans ces deux derniers cas, un titrage sur le précipité remis 
en suspension dans l’eau bidistillée montre qu'il contient presque 
tous les phages de la solution initiale, et une reprise du précipité 
par un solvant approprié (solution tampon) permet de remettre 
en solution la plus grande partie des phages restés dans le pré- 
cipité aprés la tentative d’extraction par l’eau_ bidistillée. Les 
phages ne sont done pas détruits par l’eau bidistillée, mais ils y 
sont peu solubles. 


Dans L’EAU AMMONIACALE. — En reprenant le précipité avec 
50 cm® d’alcool pour 100 cm* de solution de phage par leau 
ammoniacale trés diluée (pH 9,5 & 10), on ne récupére que 
20 p. 100 des phages environ. 

Une deuxiéme reprise par une solution tampon appropriée 
(voir plus bas) n’extrait presque pas de phages, contrairement a 
ce qui s’est passé avec l’eau bidistillée. Une partie importante 
des phages a done été inactivée par le solvant, le pII étant trop: 
alcalin. 


DANS LES SOLUTIONS SALINES TAMPONNI:ES. — Une série de solu- 


, M 

tions tampons is avaient ¢té préparées, de pli compris entre 
” 

3,74 et 7,9. Nous savons que le phage C,, n’est pas inactivé dans 


TasLeau V. — Redissolution par différentes solutions tampons du 
précipité obtenu par 50 cm* d’alcool dans 100 cm‘ de solution de 
phages (4). 


. " \if 
pH T) T, vy, I, R 
1 
3,6 2,46 X10 | 2,04 >< 10H 10 83 
3,7 2,46 >< 10'° | 1,36 x 404 40 55 
3,7 a3 40M Osco 30 1,6 ih 
4,0 4 eA 4 ea ne 10 4,5 100 
£4 2,46 K 10'° | 1,65 x 101! 10 5 67 
4,5 Bid. DX 10° 459, x 1043 30 1,4 68 
4,5 4 x 10° 3a 9 ON 104" 10 4,5 97 
4,7 4,29 « 10° | 6 PG Mijas” 10 4,5 100 
4,8 9,3 ><10° 14,8 408 30 14 64 
4,8 2,46 1049 | 4,382 3¢ 1044 10 8,1 53 
40 4,3 >< 10° | 3,32 « 101° 10 52 
70 9,75 «10° | 1,26 x 404 10 100 
7,0 6 poe Nd (Be >< 1088 10 142 60 
1,0 2,3 410° | 4,48 x 4019 10 254 65 
(1) Mémes indications que pour le tableau II. 
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cette zone de pH, a condition, en ce qui concerne les pH 
les plus bas, que le contact ne soit pas prolongé [5]. Entre les 
pH 3,7 et 5,6 on a utilisé des mélanges d’acide acétique et 
d’acétate de soude ; pour les pH plus élevés, des mélanges de 
phosphates disodique et monopotassique. 

Le tableau V donne les résultats obtenus entre pH 3,74 et 
pH 7. On voit qu’on obtient, avec toutes les solutions tamponnées, 
de bons rendements. Mais en général, la purification parait meil- 
leure dans certains cas. Nous y reviendrons un peu plus loin. 


RENDEMENT. — On peut oblenir des rendements de 100 ou 
voisins de 100, en traitant le précipité obtenu par l’alcool avec 
Pune quelconque des solutions tampons indiquées au tableau III 
{de pH 3,60 a pH 7,0). Au-dessus de pH 7, la récupération des 
phages est encore bonne, mais moins compléte. Nous n’avons 
pas fait figurer dans le tableau les expériences a des pH supé- 
rieurs a 7,0. On peut, dans ces cas, par une seconde extraction 
a pH 4,49, récupérer les phages restés dans le précipité. 


Purification. — Le tableau V montre que la purification est 
particulicrement satisfaisante quand on traite le précipité a un 
pH compris entre 3,6 et 4,7. Dans cette zone de pH, la solubilité 
des phages est totale, alors qu'une fraction importante des 
protéides microbiens est insoluble (comme le montrent les indices 
de purification aux environs de 1,6). C’est pourquoi le pH 4,5 
a été adopté pour le traitement du précipité, c’est-a-dire un pli 
situé dans la partie moins acide de cette zone. Nous savons, en 
effet, que bien que ce phage résiste bien a l’acidité pendant un 
temps court, sa conservalion est cependant moins bonne aux 
pH les plus acides [5]. 

Les solutions obteriues finalement sont opalescentes, de 
couleur bleuadtre et fluorescentes. Elles peuvent étre de dix a 
trente fois plus concentrées que le lysat initial, le titre pouvant 
atteindre 5x 101’. 


AUTRES ESSAIS DE PURIFICATION. 


De nombreux essais ont été tentés en vue d’obtenir une puri- 
fication plus poussée de la solution de phages précipitée par le 
calcium et dialysée. Tous ont donné des résultats inférieurs a 
ceux de la méthode qui vient d’étre exposée. En voici le résumé. 


1° PRECIPITATION PAR LE METHANOL. — On a précipité 100 cm* 
de solution de phage de titre 1,68 x 10'° par 50 centimétres cubes 
de méthanol (mémes conditions que pour ]’éthanol). Le précipité 
est repris par 10 cm® de tampon a pH 4,49. Le rendement en 
phages n’est que de 20 p. 100 et l’indice de purification est de 12. 
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2° SECONDE PRECIPITATION PAR L’ETHANOL. — Elle peut étre 


quantitative, mais sans qu'il y ait purification 4 nouveau, car 
tout l’azote est précipité avec les phages, puis remis en solution 
avec eux. 
D’autres fois, la précipitation est trés incompléte (autour de 

5 p. 100 des phages). 

Dans les deux cas, une seconde précipitation par |’éthanol est 
sans intérét. Il semble que le rendement en phages dans le pré- 
cipité redissous dépende du pH de précipitation et non du pH 
de reprise (tableau VI). 


TaBLeEaAv VI (5). 


T, pH/t qT, 1, | pH/2 T, 1, ? Ry 
9,7 <410° | 4,5 [4,08 x10"| 2,8 | 7,4 [2,6 x40] 2,9 | 2 | 400 
07 S40" | 433 [4203 40%] 2's | 4249 [4265 S40] 31 | 2 | 80 
9,75 x 40° | 7,0 [4,96 >< 10" 7 [4,2 x 408 2 5 
as S40} 770 [2" S40] 7,2 | 7,4 [8.4 S40] 4,5 | 5 5 


(5) Ty, tilre initial; T,, titre pour le premier précipilé redissous; T,, tilre pour le 
deuxiéme précipilé redissous. pH/1 et pH/2 correspondent FIRE SED A ces deux 
derniéres solutions; de méme pour V, et V,, I, et I,, Ry et Re 


oir tableau II. 


3° RELARGAGE PAR LES “SOLUTIONS TRES CONCENTREES DE PHOS- 
pHATes. — On a précipité les solutions de phages par des mélanges 
en diverses proportions de phosphates dipotassique et mono- 
potassique, de fagon a oblenir toujours une concentration saline 
2,0 M, avec divers pH. 

Certaines expériences ont porté sur 300 cm’ de solution de 
phages, aprés précipitation par le calcium et dialyse. Ces 
mélanges de phosphates donnaient respectivement les pl de 5,49, 
Bi ty 0,49, 7,20,, 1 oer 

On obtint chaque fois un petit précipité qui fut séparé par filtra- 
tion (on ne peut pas uliliser Ja centrifugation 4 cause de la densité 
du milieu) et redissous dans l’eau distillée. On a titré le phage el 
dosé l’azote protéidique dans le filtrat d’une part, et dans le 
précipité redissous d’autre part. 

A pH 5,49, le précipité contenait beaucoup d’azote protéidique 
et trés peu de phages actifs. 

_Le filtrat contenait beaucoup plus de phages actifs que le pré- 
cipité, mais les phages actifs du filtrat ne représentaient que 
5 p. 100 de ceux de Ja solution initiale. L’inactivation était consi- 
dérable et, par conséquent, il était difficile de faire un bilan. 


hie ated “ie 
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Cependant, l’indice de purification aux environs de 0,6 dans le 
filtrat montrait que la séparation du phage et des protéides micro- 
biens était trés poussée. 

A pH 7,52, au contraire, les phages semblent passer en majeure 
partie dans le précipité. Ici encore, l’importance de l’inactivation 
empéche de faire un bilan exact. Malgré cela, les dosages montrent 
bien que le partage de l’azote protéidique entre le précipité et le 
filtrat se fait de fagon.inverse de celui des phages et que la 
purification de ceux-ci se trouve poussée plus loin que dans la 
solution initiale. 

Entre ces deux pH, les résultats sont intermédiaires. Il y a 
d’autant plus de phages et d’autant moins d’azote dans le pré- 
cipué que le pH est plus élevé. 

D’autres essais sur des quantités variables -de solution de 
phages (10 4 200 cm*) ont été faits avec des solutions de 
phosphate de pH variés entre 8,0 et 8,6. Dans ces conditions, 
le précipité plus ou moins abondant se forme assez lentement. 

Le surnageant ne contient que des traces d’azote protéique, car 
aucun précipité ne se forme avec l’acide trichloracétique (sur 
10 cm’) ; et on n’y retrouve qu'un trés faible pourcentage des 
phages actifs de la solution initiale, en moyenne 4 p. 100, sur 
12 expériences. 

Presque tous les phages ont donc été précipités. Mais ici 
encore l’inactivation est grande et on n’a retrouvé dans le pré- 
cipité redissous que 4 4 30 p. 100 des phages actifs. 

Quelques dosages d’azote protéique dans le précipité ont montré 
quil n’y a pas eu purification de ces phages, ce que prouverait 
déja le fait qu’il n’y avait plus que des traces d’azote dans le 
surnageant. 

Donc, entre pH 8,0 et 8,6, presque tout l’azote et presque tous 
les phages se trouvent dans le précipité : il n'y a pas de nouvelle 
purification. 

Au contraire, entre pH 5,49 et pH 7,52, il y a une purification, 
Vazote protéidique microbien subissant un sort inverse de celui 
des phages. 

Mais quel que soit Je pH, l’inactivation est trop importante 
pour que cette méthode soit utilisable. Nous avons alors essayé 
d’utiliser les propriétés des solutions concentrées de phosphates 
comme complément de la précipitation par |’éthanol. Pour cela, 
nous avons traité le précipité obtenu avec J’éthanol par une 
solution de phosphates 2,5 M et de pH compris entre 7,5 et 8,0, 
dans l’espoir d’en extraire une grande partie des protéides 
microbiens, en laissant les phages dans le précipité. Ceux-ci 
auraient été ensuite remis en solution dans une solution tampon 
M/15 a pH 4,49. 

La solution concentrée de phosphates paraissait, en effet, 
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éliminer des protéides microbiens ; mais l’inactivalion des phages 
était trop importante pour que cette méthode puisse étre utilisée. 


4° AcrioNn DE LA TRyPsINE. — Northrop [2], pour purifier un phage 
du staphylocoque, a utilisé l’action de la trypsine sur les protéides 
microbiens : les phages gardaient leur activité. Mais le phage ©,, 
a été inactivé par la trypsine. 


5° ULTRAFILTRATION. — Les essais ont ¢lé faits par M. Grabar 
avec des filtres de collodion étalonnés par ses soins. 25 cm*® de 
solution de phage, précipités par le calcium et dialysés, sont 
filtrés sous légére pression au travers d’un filtre ayant un diamétre 
moyen des pores (2 R) de 830 my, qui laisse passer tous les 
phages. La filtration est rapide et le filtrat est opalescent. On fait 
ensuite passer le filtrat 4 travers des fillres plus serrés. 

Les filtrations indiquées pour ceux-ci dans le tableau VII sont 
done des secondes filtrations. 
' On voit que les filtres pour lesquels 2 R = 156 et 152 mp 
retiennent une grande partie des phages et que ceux de 132 mp, 
ou plus serrés retiennent la totalité, résultat conforme a ceux de 
Rouyer et Grabar [8] avec un lysat par C,, en bouillon. 


TaBLeau VII. 


2R : : 
(diamétre moyen | TITRE INITIAL eer nenpemenr | N/PROTEIQUE 
des pores) 


du filtrat du filtrat 


L’azote protéique des filtrats n’a pas élé dosé, mais les volumes 
des précipités trichloracétiques correspondent nellement au 
nombre des phages du filtrat correspondant et les filtres qui 
retiennent totalement les phages ne laissent pas passer de 
protéides, 

On aurait pu s’atlendre a séparer par V'ultrafillration des 
molécules de protéides microbiens beaucoup plus petites. Il n’en 
est rien, et ceci est bien difficile a interpréter. Peut-étre les phages 
sont-ils accoipagnés de particules inactives de méme taille qui 
pourraient 6tre des phages inactivés et aussi de grains provenant 
de la désintégration bactérienne, peut-étre nucléo-protidiques ; il 
faut tenir compte aussi d’une adsorption possible sur Ja membrane. 
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1° La précipitation par l’éthanol, précédée du traitement par 
le phosphate de calcium et de la dialyse, permet une importante 
purification et concentration des phages. Les autres techniques 
essayées : précipitation par le méthanol, seconde précipitation 
par V’éthanol, relargage par les phosphates, digestion par la 
trypsine, ultrafiltration, n’ont pas donné de résultats équivalents 
dans les conditions de nos recherches. ‘ 

2° La précipitation des phages par l’éthanol, & basse tempé- 
rature, ne se fait bien que sur des solutions déja purifiées par le 
calcium et dialysées. 

3° Dans ce cas, si on opére dans les conditions optima, la préci- 
pilation et la redissolution des phages sont souvent quantitatives ; 
le rendement est excellent. Ces conditions sont les suivantes : 

Précipitation a — 15°, avec les. proportions de 50 cm? 
d’éthanol pour 100 cm* de solutions de phages dans un tampon 
a pH 4,49. . 

Suivant la concentration en alcool et le pH de la_ solution 
tampon, les phages et les protéides microbiens sont plus ou 
moins séparés et subissent respectivement des sorts assez 
différents. 

4° En méme temps, la solution des phages a subi une purifi- 
cation pour les raisons suivantes : 

a) Une partie des protéides microbiens est restée en solution 
dans |’éthanol dilué. 

b) Une partie de ceux qui sont précipités n’est pas remise en 
solution dans le tampon (4 condition d’opérer dans la zone de pH 
convenable). 

En effet, dans la partie insoluble du _ précipité, on trouve 
encore une quanlité importante d’azote. L’indice de purification 
obtenu (rapport de l’azote protéidique au nombre de _ phages 
multiplié par 10°) est aux environs de 1,6. 


* 
xk * 


Dans notre précédent travail [6], un calcul approximatif nous 
avait amenés a accepter, pour l’indice théorique, une solution 
pure de phages, tous actifs, le chiffre de 0,2. Un indice de 1,6, 
chiffre souvent rencontré dans les meilleures conditions de préci- 
pitation par l’éthanol, indiquerait que 12,5 p. 100 seulement de 
l’azote précipitable par l’acide trichloracétique correspondrait a 
des phages actifs. Mais, on doit tenir compte des phages inactivés 
parfois au cours des opérations. : 

En réalité, la purification est meilleure que cela, car on doit 
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tenir compte des phages inactivés au cours de la dialyse, de la 
précipitation par l’alcool ou de la redissolution du précipité. 

On doit penser qu’ils partagent le sort des phages actils dans 
leur précipitation et leur remise en solution. En effet, les 
quelques titrages effectués parallélement dans les précipités et 
leg °surnageants (tableau IL) montrent que la proportion de 
phages actifs restés dans les surnageants est trés faible, que la 
plus grande partie des phages inaclivés ne peut logiquement se 
trouver que dans les précipités. ; 

Le fait que le précipité, aprés extraction totale des phages 
contient encore une notable quantité d’azote, montre également 
que les phages ont subi une purification lors de leur redissolution, 

L’indice de purification calculé sur la base des phages actifs 
doit done subir une correction, du fait que ceux-ci sont souvent 
accompagnés de phages inactivés. On peut, en se basant sur le 
nombre total des phages actifs ou non, réévaluer l’indice de puri- 
fication aprés cette correction, aux environs de 0,8 a 1. 

D’aprés ce nouveau calcul, les deux tiers ou les trois’ quarts 
de l’azote protéidique correspondraient encore a des impuretés. 

Mais il y a des raisons de penser que la purification est, en 
réalité, plus poussée que cela. 

Nous avons vu, en effet, que les essais tentés pour séparer les 
phages de ces impuretés protéidiques par une deuxiéme préci- 
pitation par l’alcool ou par lultrafiltration ont échoué. 

Il est difficile d’admettre que des particules proléidiques 
supposées associées aux phages ne s’en distinguent ni par 
certains caractéres de solubilité, ni par leurs dimensions. En 
particulier, la taille du phage C,, (65 my) est certainement. trés 
supérieure 4 celle des molécules protéiques proprement dites. 
Cependant, une réserve doit étre faite sur la possibilité de par- 
ticules de méme taille que les phages, mises en liberté lors de 
ja désintégration des bactéries, par exemple appartenant a leur 
appareil nucléaire. Leur constitution nucléoprotéidique pourrait 
étre voisine de celle des phages. 

La purification des solutions de phages préparées par la 
méthode décrite dans ce travail parait done réellement assez 
poussée. Il parait probable que la plus grande partie de l’azote 
précipitable par Vacide  trichloracétique que ces solutions 
contiennent, appartient 4 des phages actifs ou inactivés. I} est 
possible que l’existence d’agglomérats de phages, dont chaecun ne 
peut donner qu’une seule plage dans un titrage, explique aussi 
en partie l’écart constaté. 

5° Les solutions de phages obtenues sont non seulement 
purifiées, mais concentrées. Le volume de la solution tampon 
utilisé pour redissoudre les phages aprés la précipitation par 
alcool était de dix a trente fois plus petit que le volume initial, 
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Les titres obtenus sont entre 3 x 10'* et 5x 1044. Mais, ici encore, 
il faut tenir compte des agglomérats de phages qui font penser que 
le titre réel pourrait étre plus élevé. Ces solutions de phages de 
titre élevé sont opaleseentes; de couleur bleuatre et nettement 
fluorescentes. ee aad i 
Nous remercions M. Grabar, dont les conseils nous ont été 
précieux pour la conduite de ce travail. » 4) ° 
sae gE ONG ; (0 
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CONTRIBUTION 
A L’ETUDE DE L’ANTIGENE THERMOSTABLE 


DU VIBRION CHOLERIQUE 
APPLICATIONS PRATIQUES OE L’ANALYSE 
ANTIGENIQUE 0 


par J. GALLUT (°*). 


(Institut Pasteur. Laboratoires des Instituts Pasteur Coloniauz.) 


On connail, depuis plusieurs années déja, existence chez le 
vibrion cholérique de deux antigénes: l’un thermostable spéci- 
fique dénommé O, l'autre thermolabile non spécifique dénommé H. 
La conséquence pratique de cette notion a été mise en évidence 
par les travaux de Gardner et Venkatraman [4] qui, aprés avoir 
éludié un grand nombre de vibrions de diverses origines, ont 
montré que les seuls vibrions cholériques authenliques sont agglu- 
tinables par un méme sérum anti-O, et que l’antigéne H n’inter- 
vient pas dans le diagnostic sérologique du choléra. 

Si d’aprés la classification de Gardner et Venkatraman on 
peut enfermer les vibrions cholériques dans un méme groupe 
sérologique (groupe I), il ne faudrait pas en conclure a l’unité 
sérologique totale de ces germes. En effet, les travaux déja anciens 
des auteurs japonais (Nobechi [(2]) avaient montré l’existence des 
trois variétés Inaba, Ogawa et Hikojima, aujourd’hui encore recon- 
nues par tous. Ces variétés impliquaient naturellement des fac- 
teurs antigéniques différents, et Nobechi proposait pour ces trois 
types les formules suivantes : 


Inaba: 3: ref TEE Was Ta gee ee ee ee eee AX 
Bikojima:s:qcrsi.s. Pye Re ets es, Up chan e On er ee ee ABX 
PAWS co) A oes or BS hits ORL eens eit eae? oes eee BCX 


On pouvait done conclure déja a l’existence de 4 facteurs 
différents : A, B, C, X (a noter qu’il n’élait pas alors question 
d’antigénes O et H), Pratiquement le sérum anti-O de chacun des 
trois types agglutine non seulement le type homologue, mais aussi 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 novembre 1948. 
Travail exécuté avec la collaboration technique de FE. Laval. 


ae 


> lia a 
os 


ANTIGENE DU VIBRION CHOLERIQUE 123 


les deux autres 4 des taux variables et généralement inférieurs. 
On s’accorde généralement et arbitrairement a exiger une agglu- 
tination totale au taux minimum de 1 p. 1.000 pour un vibrion 
cholérique authentique. Le diagnostic des types se fait au moyen 
de l’épreuve de saturation des agglutinines (ainsi le sérum anti- 
Inaba saturé par Ogawa doit agglutiner seulement les types Inaba 
et Hikojima, toutefois & un taux plus bas que le méme sérum 
non saturé). 

Cependant, il n’est pas rare d’isoler, durant les épidémies de 
choléra ou dans les régions d’endémicité, des vibrions trop fai- 
blement agglutinables par un sérum anti-O d’un des trois types 
cholériques, c’est-a-dire a un taux inférieur a 1 p. 1.000, et qui, 
de ce fait, ne doivent pas étre considérés comme des vibrions 
cholériques authentiques. Un tel comportement  sérologique 
semble pourtant bien indiquer chez ces vibrions une communauté 
antigénique au moins partielle avec les vibrions cholériques 
authentiques, ce qui ne cadre pas avec les formules trop simples 
de Nobechi. 

Une étude antigénique plus poussée paraissait donc nécessaire. 
Elle a été faite récemment par Burrows, Mather, McGann et 
Wagner [3]. Ces auteurs ont soumis un certain nombre de vibrions 
cholériques et vibrions d’E] Tor du groupe I et de vibrions non 
cholériques des groupes II 4 IV 4 une analyse antigénique com- 
plete (O et H). Dans ce remarquable travail, Burrows et ses col- 
laborateurs ont conclu 4 l’existence de 18 facteurs O, se répartis- 
sant en 5 majeurs et 8 mineurs. Des 5 facteurs majeurs, ]’un, 
désigné par A, n’a été trouvé que dans les vibrions du groupe I : 
il doit donc étre tenu pour l’antigéne spécifique du groupe. 

Les facteurs B et C sont spécifiques des types japonais : le 
type Ogawa contenant nécessairement A et B, le type Inaba A 
et C, et le type Hikojima A, B et C. Un nouveau type de vibrion 
cholérique a été rencontré, de formule exclusivement A. Les 
deux autres facteurs majeurs D et E ont une répartition variable 
d’un type a l’autre. Tous les facteurs antigéniques, 4 ]’exception 
du facteur A, pouvant se retrouver dans les vibrions des groupes 
autres que le groupe I, Burrows estime que le diagnostic séro- 
logique du vibrion cholérique doit étre fait uniquement par l’agglu- 
tination avec un sérum spécifique anti-A. 


* 
*k oO 


Nous avons été, dés sa lecture, extrémement intéressé par le 
travail de Burrows, qui nous a paru apporter une contribution 
importante, sinon définitive, 4 |’étude de Ja structure antigénique 
du vibrion cholérique, et comporter peut-étre des conséquences 
majeures pour |’étude bactériologique du choléra. 
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L’épidémie toute récente d’Egypte ayant, d’autre part, accru 
la collection de vibrions de notre laboratoire d’un nombre assez 
important de souches récemment. isolées, nous avons voulu abor- 
der l’étude antigénique complete de ce matériel (en négligeant, 
toutefois, l’antigéne H, qui n’a pas de signification différentielle): 

Le présent travail comporte done l'étude des divers: ha-chennie 
antigéniques de 82 souches de vibrions ainsi répartis : 

1° Vibrions O agglutinables & un taux supérieur ou égal..& 
1 p. 1.000 (vibrions cholériques authentiques et vibrions d’El Lor), 
comprenant des souches récemment isolées et des souches de 
collection ayant subi de trés nombreux repiquages. abe’ 

2° Vibrions O inagglutinables ou a un taux inférieur 4 1 p. 1.000, 
comprenant des souches isolées chez des malades ou des porteurs. 
sains en période d’épidémie et des souches isolées des eaux .em 
période, d’épidémie. 

Tanavetiess ; fh 


1° PREPARATION DES ANTIGENES. — a) Immunisants, — Dans: 
la pratique courante, l’antigeéne O est conslitué par les vibrions- 
(cholériques authentiques) tués par chauffage au bain-marie..a 
100° pendant deux heures. Un tel procédé est imparfait : en effet, 
si Gardner et Venkatraman [4]. ont .attiré l’attention sur un anti-- 
géne thermostable non spécifique qui apparait aprés un tel chauf- 
fage, Burrows et ses collaborateurs ont constaté qu'il s’agissait 
la d’une persistance de lantigéne H incomplétement détruit, 
quoique dénaturé. Nous avons done adopté, comme ces derniers 
auteurs, un chauffage plus énergique qui fait disparaitre toute 
trace d’antigéne H. Les vibrions cultivés pendant dix-huit 
neurss sur gélose peptonce (agar 30, peptone UCLAF 30, NaCl 

5 p. 1.000) sont lavés, puis remis en suspension dans Veau salée 
physiologique et portés a ’ébullition dans un ballon surmonté 
d’un réfrigérant 4 reflux pendant trois heures. La suspension 
contient environ 10 milliards de germes par centimétre cube. 

b) Agglutinants. — Nous avons utilisé concurremment des 
suspensions de vibrions vivants ou tués ; récoltés aprés dix-huit 
heures sur gélose peptonée, ils sont mis en suspension en ear 
salée additionnée ou non de formol (5 p. 1.000). Les résultats 
des agglutinations’ nous ont paru équivalents. Les suspensions 
formolées sont toutefois d’un usage plus pratique, car elles 
peuvent étre conservées au moins une semaine sans _ autolyse 
appréciable. 


2° PREPARATION DES ANTISHRUMS. — Nous avons ulilisé unique- 
ment des sérums de lapins. Ces animaux, d’un poids moyen (le 
3 kg., ont été soumis a une série de cing a sept injections, pra- 
liquées tous les quatre jours, a des doses croissantes de 1 a 6 em®, 
de la solution d’antigene O contenant environ 10. milliards’ de 
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vibrions par cenlimétre cube. Les deux. premiéres injections sont 
faites par voile intrapéritonéale, les suivantes par voie ‘intravei- 
neuse (dose totale de 75 4 250 milliards). Les lapins ont supporté 
assez difficilement ce rythme d’immunisation aux doses :préco- 
nisées par Burrows, et ont accusé une perte de poids marquée 
qui nous a obligé souvent 4 suspendre Ja progression. Ce: fait 
s’est produit particuliérement avec les souches récemment isolées 
dont les antigénes ont provoqué la mort A doses relativement 
minimes, le plus souvent aprés la quatriéme injection.. Aussi 
avons-nous utilisé, concurremment avec celle de Burrows, notre 
technique habituelle d’immunisation [4] moins brutale (dose totale 
20 milliards). Si nous n’avons que rarement obtenu des sérums 
d'un pouvoir agglutinant trés élevé (1 p. 50.000), cependant la 
plupart ont atteint 1 p. 20.000 ; ce taux est suffisant pour obtenir 
aprés saturation des agglutinations significatives. Les sérums pré- 
levés asepliquement’ quatre a sept jours aprés la derniére injec- 
tion sont conservés a4 la glaciére en ampoules scellées sans addi- 
tion d’antiseptique. 


3° SATURATION DES AGGLUTININES. — Aprés de nombreux essais, 
nous avons adopté la technique suivante, qui est sire et relative- 
ment simple : la culture des vibrions d’une boite de Roux en 
gélose peplonée est récoltée aprés dix-huit heures a 37° et mise 
en suspension dans 19 cm* d’eau physiologique ; on ajoute 1 cm* 
d’immunsérum et on agite mécaniquement pendant une heure. 
On porte alors 4 la glaciére pendant vingt-quatre heures, puis 
on centrifuge. On vérifie que le sérum ainsi dilué a 1 p. 20 est 
effectivement saturé : il ne doit plus agglutiner la souche satu- 
rante au taux de 1 p. 100. Le taux d’agglutination pour la souche 
homologue est toujours réduit par la saturation, mais dans des 
proportions variables suivant la parenté antigénique des souches 
utilisées (homologue et saturante). Les sérums saturés dilués a 
1 p. 20 conservent a la glaciére un taux agglutinant suffisant 
pendant plusieurs semaines. 


4° EpREUVE D’AGGLUTINATION. — Nous avons utilisé uniquement 
la technique macroscopique en tubes (1 cm* du mélange par tube). 


La gamme des dilutions du sérum va de 1 p, 100 jusqu’au taux 


maximum obtenu avec la souche homologue. L’opacité du mélange 
correspond a environ 10° vibrions par centimétre cube. Les tubes 
sont placés A 37° et le résultat noté aprés six et vingt-quatre heures. 
La lecture est faite sur fond noir et a l’ceil nu. Les résultats sont 
le plus souvent extrémement nets, mais plus rapides 4 notre avis 
avec les facteurs antigéniques majeurs qu’avec les mineurs. Nous 
n’avons tenu compte des agglutinations au taux de 1 p. 100 que 
lorsqu’elles ont été totales (rappelons que le sérum de Japin nor-_ 
mal n’agglntine jamais le vibrion cholérique a ce taux). 
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5° ANALYSE ANTIGENIQUE. — Notre travail a été facililé, en méme 
temps que nos premiers résultats ont été confirmés, du fait que 
nous avons pu disposer en temps voulu d’un certain nombre de 
souches de vibrions cholériques de structure connue (1). Ces 
souches proviennent du National Institute of Health (U.S.A.). 
leurs caractéristiques antigéniques O sont les suivantes : 


1° Types Inaba : 


NO Siang Mad Ahhh cP reghsiets EL ot SE Cie on SER I a a one CD 
NeranOde ea sf Oe ah een Tae brid 1 eet Doh ee ie ana CAG Ey] 
ORE ck Sera Ae Se MGs > With ea ie oi aes eh eee ont WEDS) 
NeeSi vets Ce 1. at eth Pl ol eS Coed A ACD BG) 
2° Types Ogawa ; 
No 41 de See os Tn ae nee!) Mot) 
iN Oe | eens ae Rae, DA eae EEN rE Od rant ce fl a) i {ii i! 0} by) 
NelS89" tc) me Ee oe aE ea ren Sr ee OS EV) 


Les différents immunsérums obtenus avec les souches ci-dessus 
nous ont permis, par des saturations croisées, d’obtenir dés le 
début de notre travail des sérums unispécifiques correspondant 
aux facteurs B, C, D, E, L; une premiére analyse sommaire des 
vibrions a alors élé faite avec eux. Dans un deuxiéme temps, les 
nouvelles souches identifiées complétement ou partiellement ont 
servi 4 préparer de nouveaux antisérums ; ceux-ci, par recou- 
pements et saturations successives, ont révélé dans quelques 
vibrions atypiques la présence des facteurs isolés nécessaires 
pour oblenir les sérums unispécifiques A et F. D’autres vibrions 
nous ont enfin fourni les sérums bispécifiques GJ, HM et IK. 
Le tableau I indique le mode de production des sérums_ spéei- 
fiques. » . y 

Finalement, nous avons pu dissocier chacun des facteurs anti- 
géniques de la presque totalité des souches soumises A |’analyse ; 
les exceptions ne concernent, du reste, que des facteurs mineurs 
peu répandus. 


RaisuLTars. 


Les 88 souches analysées peuvent se répartir en deux groupes : 
le premier comprend les vibrions dils « agglutinables », c’est-a- 
dire au taux minimum de 1 p. 1.000 avec un sérum anti-O Inaba 
ou Ogawa ; le second comprend les vibrions dits « non agglu- 
nables », mais qui peuvent l’étre a un taux inférieur avee le méme 
sérum. 

Dans le premier groupe figurent : d’une part, 49 vibrions cholé- 

(1) Ges souches, ainsi que des échantillons de sérums_ spécifiques, 
nous ont lé tres aimablement envoyées par le D' W. Burrows, profes- 


seur de Bactériologie 4 l’Université de Chicago, que nous sommes 
heureux de remercier ici. 
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Tasteav I. — Production des sérums- spécifiques.- 


SOUCHE IMMUNISANTE SOUCHE SATURANTE SERUM SATURE 
: spécifiqne 


Numéro 
Formule 
Taux 
d'agelutination 
homologue 
Numéro 
Formule 
Taux 
croisée 
Fecteur 
agglutinent 


=| 
©) 
= 
Bo 
a 
= 
fs 
on 
by 
) 
a] 


NONE KE reo 


GJHM Se é ABEFHM 
ABEFHM : x ABEFIKL 
ACDFIK ‘ t; ACDI 

ABEL J ABE 


riques authentiques, c’est-a-dire isolés de cas de choléra, dont 35 
souches récemment isolées [Egypte, septembre 1947 a janvier 
1948] (2) et 14 souches « de collection », ayant subi de nombreux 
repiquages pendant dix a vingt-sept ans; et, d’autre part, 
12 vibrions hémolyliques du type El Yor (8) pathogénes et non 
pathogénes, ancicnnement isolés. 

Dans le second groupe figurent : 8 vibrions isolés des selles de 


(2) Nous sommes heureux de remercier ici nolre collégue le Dt Paynal 
qui nous a transmis le plus grand nombre de ces souches recueillies 
au cours de sa mission en Egypte en 1947 ; les vibrions cholériques 
proviennent : V1 A V4, du laboratoire de la British Army, a Fayed 
(Colonel Lane. Faycet ) ; P-S 163 4 297, du laboratoire de Port-Said 
(D? Abdel Monem Khalil) ; 8.945 4 8.991, du laboratoire de |’hdépital des 
contagieux d’Abassa (D" el Kordi) ; les vibrions « inagglulinables. » 
Ismailia et les vibrions d’eaux ont été isolés au laboratoire de l’hdépital 
Saint-Vincent-de-Paul & Ismailia par Je D™ Raynal lui-méme. 

Nos remerciements vont également au Directeur général des Labora- 
toires du Ministére de la Santé publique du Caire (souches 9.609 4 
14.964), au Directeur du Centre de Collection des Types Microbiens de 
Lausanne (souches 34.654 & 95.656) et au D™ R. H. Regamey, de Berne 
(souches el-Korein Nil, Sedema, Souelem et Tantah), qui ont bien 
voulu nous faire parvenir un matériel d’étude précieux. 

(3) Toutes nos souches du type El Tor, outre leur pouvoir hémo- 
lytique constant sur les hématies de mouton, ont été caractérisées par 
une forte production d’acétylméthylcarbinol [5] et un test de Gispen [6] 
positif. Les vibrions pathogénes de ce type (souches Makassar) pro- 
viennent de l’épidémie des Célébes (1938). Les vibrions non pathogénes 
du lazaret d’El Tor. 
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malades, corvalescénts et suspects durant l’épidémie d’ Egypte 
1947;-8 vibrions isolés des eaux douces et salées“durant la méme 
épidémie, et 5 vibrions anciens isolés des selles durant différentes 
épidémies (Irak 1927, Chine 1932, Indochine 1987). | 
Tous ces vibrions ont été éprouvés, d’abord classiquement, avec 
les sérums anti-O Inaba et Ogawa obtenus au moyen des souches. 
standard du N. I. H. utilisées pour la fabrication du vaccin anti- 
cholérique (U.S.A.) qui sont les n°* 35a3 (Inaba) et 41 (Ogawa)|; 
puis avec les mémes sérums saturés par la*souche opposée. | 
Dans ces conditions, le premier groupe nous a donné : 

a) Pour les 85 vibrions dl’ Egypte, 1947-48 : 34 Inaba et 1 aly- 

» pique. 
b) Pour les 14 vibrions chptenidtes « anciens »: 4 Inaba, 
‘8 Hilkojima et 2 Ogawa. ; it 
c) Pour les 12 vibrions d’El Tor : 2 Inaba et 10: Hikojima.’ 
Le second groupe ne peut ¢étre classé, plied” "il ne comprent 


TABLEAU ll. — Facteurs antigéniques 0 de 64 vibrions agelutinables 


TYPE 


Cinaslune DENOMINATION DES SOUCHES (1) FACTEURS O 
ee 
2, PS. 289, 8.945, el-Korein, Sowelem, 95.656, Hanoi XVILI. AC 
Ps. 296, 10.440, 14.964, Hanoi IX, Hanoi XIII. ACD 
El Tor Bi, VB4. ACE 
PS 291, 8.970, Nil, Sedema. ACL 
33.766, 34.654, 85.419, El Tor B2. ACDE 
10,438, 12.016, 13 009, Tantah., ACDF 
INABA V1, PS.285, 1?S.297, 8.994, 12 989. ACDL 
12.976. ACIK 
V4, 12028, 84.712, 35.048. ACDEL 
V3. ACIKL 
PS.168 ACDBEFL 
8 990 ACDEHML 
‘946 ACDEFGIJKL 
OGAWA Shanghai 10. ABE 
VB3. ABEFIKL 
Makassar 676, 714, 757, 769 et 770. ABCK 
Makassar 794, Shanghai 3. ABCEL 
ea 4 ABCFL 
; ib. 610. WEF 
HIKOJIMA Saigon 4.020. ABGDEL 
Indes 653. ABCEFL 
Hanoi WI, Hanoi Vil, Saigon 1.046. ABCFIKL 
El Tor 25, El Yor 26, El Tor 47. ABCEFIUKL 
Nankin 65. ABCDEHIKLM 
ATYPLQUE 10,420. A 


(1) Les souches dont le n sti imeé enti - te ae 
\ tle nom est imprimé en italique proviennent de l'épidémie @Egyple 1947 


oe 
s 
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que des vibrions qui, actuellement, sont considérés comme non 
cholériques. 
Nous avons alors procédé a l’analyse antigénique compléte, 
c’est-a-dire a l’épreuve de l’agglutination de chaque souche par 
chacun des sérums spécifiques que nous avions préparés. ,Les 
tableaux II et HI indiquent les résultats de toutes ces épreuves. 


Tasieau II]. — Facteurs antigéniques cholériques 0 
des vibrions non agglutinah es. 


ORIGINE DENOMINATION DES SOUCHES (4) FACTEURS O. 


9.609 Néant. 

pal Ismailia 2, Ismailia 43. B 

, Cholera. Ismailia 12. CGI 
Hanoi XII. BCDL 


Ismailia 10, Bagdad 15 fl. 
Diarrhée cholériforme. Bagdad 1 kk, Bassorah 7 thf. 
Nankin 43. 


Convalescent. Ismailia 23. 


4 : Ismailia 16. _ Néant. 
Porteurs Pee Ismailia 22. D 


Ez‘ci. Néant. 
_ Eau douce, Eatci, Ea*ci. BL 


Ez‘ci. BGJ 

E 1é Ez*ci. BCDEGJ 
au salée. Ez‘cp. GHJM ° 
é Eu’, Hstm. IK 


(1) Les souches dont le nom est imprimé en i/alique ont été isolées en Egyple: 
(novembre 1947). 


DiscUSSION DES RESULTATS. 
I. — De la lecture du tableau II, nous pouvons dégager les 
chiffres suivants concernant seulement les vibrions « aggluti- 


nables ». 
Sur 61 souches, nous avons trouvé : 


We dacleMiwA or pct cites ciziuesehe 64 fois, soit dans 100 p. 100 des cas. 
IPORTACLOIDL Mae Ree aye we Weise Geo one ee 20 — — 32 — — 
outackeur Coaemasiie tet des ae ce aitee oe i= _ 95 = = 
edasteutDin wo’. . os), fer beteeire ops 28 — — 45 — — 
OVA CLE INT OR rents eM ee forse feos oie) she 29 — -- 47 — — 

B SOMA LOU WN temteyee ot etme Dn Pen yeh sats 16 — — 2 nai _— 
Les-factenre:Gist dics Gia. ate 1 — 1,6 — ue 
esilacteurswHcetwM te. ce e550. -- ee to 3 = ft 
Westlacteurs let kere oo) ks ole se 4 — — 18 — — 
Trewtacteuriliue we cette a ts Ycan c 2O 47 —_ — 
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Le tableau III, concernant les vibrions « non agglutinables », 
nous donne les chiffres suivants: sur 21 souches, nous avons 
trouvé : 


Fe tacteurA". ss. es ee Se 60 fois, ‘soitedans 0p. 400.des ‘cas: 
Letfacteuneied . tate hot is ee ee — 47 — — 
Lekincteurvcie ot who) ill ah iting ees & Re See — 14 — — 
Le facteur D . Pee Seer ea hee arc, i a — 19 — — 
Le} facteurelnnd pci tst fils aerate esha Ree — 9 — — 
Le facteur FF... <p Tonle va Rios ean, wee Dees — 0 — — 


tas An 40 ime a 


Les facteurs GetJ. . 4 
Les facteurs HI] et M ee eet 
Besmacteurs vet sl<«, voy ccna ye mncetee Roane te ets = Y= — 
Le facteur L. . 6 


Il apparait, dés Vabord, évident que le facteur A, qui a ¢lé 
retrouvé sans aucune exception dans tous les vibrions « agglu- 
tinables » examinés, peut é¢tre considéré comme un antigéne spé- 
cifique du vibrion cholérique. Comme, d’autre parl, ce méme fac- 
teur A n’a jamais pu étre mis en évidence dans aucun de nos 
Vibrions « non agglutinables », nous estimerons donc, en accord 
avec Burrows, que le facteur A est vraiment Vantigéne spécifique 
fondamental. Sa présence dans une souche est nécessaire ct 
suffisante pour porter le diagnostic’ de vibrion cholérique, Le 
taux d’agglutinalion avec un sérum anti-A n’a qu’une importance 
relative. Notons, & ce propos, qu’avec un sérum anti-A agglu- 
tinant spécifiquement la souche homologue 4 1 p. 10.000, les taux 
Wagglutination des 61 vibrions contenant ce facteur s’échelonnent 
de 1 p. 500 4 1 p. 10.000. 

II. -—- Parmi les autres facteurs majeurs, il convient d’accorder 
une importance primordiale aux facteurs B et C lorsqu’ils sont 
liés au facteur A. En adoptant la dénomination de Burrows, les 
facteurs A, B feront porter le diagnostic d’Ogawa, les facteurs 
A, C celui d’Inaba, la présence des trois facteurs A, B, C celui 
V Hikojima. 

Nous mavons twouvé qu’un seul vibrion de formule exclusive- 
ment A (souche 10.420). I] est possible que des recherches étendues 
&’ un plus grand nombre de souches fassent retrouver d’autres 
exemplaires de ce quatriéme et nouveau vibrion cholérique. 
D’ores ct déja, nous estimons son existence démontrée. 

Nous n’atlachons aux 10 autres facteurs antigéniques aucune 
importance au point de vue du diagnostic du vibrion cholérique. 
Bien que Burrows considére D et E comme majeurs, 4 notre avis 
ils ne méritent cette promotion qu’en considération de leur fré- 
quence relative ; mais nos résultats montrent, A cet égard, que le 
facteur L est peut-étre plus répandu encore. La aussi, les recher- 
ches méritent d’étre étendues pour établir une statistique valable 
de la fréquence des divers facteurs, comple tenu aussi de leur 
répartition géographique. 


ANTIGENE DU VIBRION CHOLERIQUE A34 


III. — En ce qui concerne les souches de l’épidémie d’Egypte 

1947, nous ferons remarquer que si les renseignements épidé- 
miologiques en notre possession [7] accusent une exclusivité du 
type Inaba, nous avons trouvé effectivement, sur les 35 vibrions 
« agglutinables » égyptiens examinés, 34 souches de ce type 
(soit 97 p. 100). La seule exception étant du type A pur, nous 
n’avons donc pas trouvé de vibrion possédant le facteur B. 
, Par contre, en ce qui concerne le groupe des vibrions agglu- 
tinables « de collection » qui proviennent en majorité des régions 
tropicales d’Extréme-Orient ot le choléra est endémique, nous 
ne disposons pas des renseignements suffisants sur la date pré- 
cise de leur isolement pour formuler une hypothése valable sur 
la grande fréquence du facteur B (71 p. 100). Celle-ci pourrait 
s’expliquer, en effet, autant par leur origine géographique (pré- 
dominance du type Hikojima 4 Shanghai, Fournier 1938 [8}), que 
par leur origine endémique prépondérante. 

Enfin nous sommes en mesure de confirmer qu’il n’y a pas de 
différence de structure antigénique entre les vibrions du type El Tor 
et les vibrions cholériques. La recherche des épreuves classiques 
de Vhémolyse, de Vacéthylméthylearbinol [5] et du test de 
Gispen [6] conserve donc son utilité. 

IV. — On a vu plus haut qu’a l’exclusion du facteur A, les 
divers facteurs antigéniques O des vibrions cholériques ont été 
retrouvés dans le groupe des vibrions « non agglutinables » et 
spécialement les facteurs B et C. Devrons-nous en conclure a la 
non-spécificité de ces facteurs, dont la signification est pourtant 
grande lorsqu’ils sont liés au facteur A? Ou bien devrons-nous 
les considérer comme des vestiges antigéniques chez des vibrions 
cholériques ayant subi des mutations sous des_ influences 
inconnues ? 

De nouvelles recherches permettront peut-étre de répondre 
a ces questions. 

V. — Si les faits précédents soulévent l’hypothése d’une varia- 
tion spontanée des vibrions dans leur habitat (in vivo et dans la 
nature), une autre conclusion, en apparence inverse peut cepen- 
dant étre tirée de l’analyse de certaines souches de collection, en 
faveur de leur fixité antigénique. Leur structure parait en effet 
résister a de nombreux repiquages en milieux artificiels, sans 
précaution spéciale (conservation 4 la température ordinaire en 
culots de gélose nutritive en tubes scellés avec repiquages bisan- 
nuels). Par exemple, la souche Hanoi XVIII (Tonkin 1937), consi- 
dérée dés son isolement comme un type Inaba, le confirme par 
sa formule A C. De méme, la souche Shanghai 10 (Chine 1932), 
envoyée a notre laboratoire comme étalon Ogawa, accuse, seize 
ans plus tard, la formule correcte A B E. ae 

I] semble donc bien que le travail que nous venons de faire 
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doive échapper a la critique d’avoir une valeur purement actuelle. 
Nous pensons, au contraire, que les renseignements fournis: pal 
cette étude demeureront valables un temps assez long et suffisant 
pour qu’un inventaire analogue, mals beaucoup plus étendu, 
puisse étre entrepris dans les régions endémiques et 4 ]’occasion 
d’épidémie de choléra. Pie in : 

VI. — En effectuant un classement des vibrions cholériques et 
vibrions @’El Tor analysés par groupes de méme nombre de 


20 


SOUCHES 


NOMBRE DE 


so Se. BS SI Pee iho) 
NOMBRE DE FACTEURS O 


Fic. 4. — Fréquence des facteurs antigéniques O des vibrions cholériques 
(68 souches dont 7 du N.I. EL.). 


facteurs anligéniques O, nous avons pu constater que les groupes 
les plus nombreux sont ceux des vibrions possédant 4 et 3 facteurs. 
En dépit d’irrégularités dues sans doute au trop petit nombre 
de souches examinées, le schéma de la figure I est assez démons- 
tratif a cet égard. Il permet de noter que la formule antigénique 
du vibrion cholérique moyen comporte le plus souvent 4 fac- 
teurs O distincts. Cetle formule est done relativement simple. 


APPLICATIONS PRATIQUES DE L’ ANALYSE ANTIGINIOUE. 


I. — En ce qui concerne le diagnostic bactériologique du cho- 
léra, nous avons déjai dit qu’il conviendrait d’utiliser uniquement 


eS ee eS 
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un sérum anti-A: tout vibrion agglutinable par ce sérum a 
mimporte quel taux (a partir de 1 p. 100) doit étre tenu pour 
wibrion cholérique (ou vibrion d’El Tor). 

.Si l’on désire faire un diagnostic de type, on recourra, dans 
un second temps, a |’emploi des sérums spécifiques B et C. On 
aura donc : 


Beet CO Cosa hte WS, ES Be, Type Ogawa. 

Linge Iu OWS Sag Sei ages ce Pee ea Type Inaba. 

Be eet Gi mio bas oe ee Type Hikojima. 

J sSocde all 0 aaah. ee AA aks ape Ce Quatriéme type nouveau (A). 


Par suite, l’emploi des sérums O « Ogawa et « Inaba » doit 
désormais étre proscrit, sinon réglementé: en effet, sous leur 
forme actuelle, ces sérums, outre Jes facteurs obligatoires AB et 
AC, peuvent contenir et contiennent le plus souvent des facteurs 
subsidiaires D, E, F, ..., M. Aprés saturation, ces sérums peuvent 
«tone agglutiner respectivement non seulement les souches AB 
et AC, mais aussi des souches contenant n’importe lequel des fac- 
téurs D, E, F, ..., M, a l’exclusion du facteur A, done non ‘cho- 
Jériques et qui ne sont pas des types Ogawa mi Inaba. 

Il faudrait donc admettre avant tout, que : 

1° Le sérum Ogawa ne contient que les facteurs agglutinants A 
et B; 

2° Le sérum Inaba ne contient que les facteurs agglutinants A 
et C (de maniére que les mémes sérums saturés ne contiennent 
respectivement que les facteurs B et C) ; 

8° Les vibrions agglutinés par les mémes sérums saturés 
Ogawa ou Inaba ne seronl considérés comme cholériques de ces 
types que s’ils contiennent le facteur A. 

Il nous parait beaucoup plus rationnel de recourir désormais 
A Vemploi direct des antisérums unispécifiques. ) 

Si la recherche des autres facteurs (D, E, F, ..., M) n’a pas 
d’intérét pour le diagnostic du choléra, elle devra, par contre, 
étre faite lorsqu’on désirera avoir des renseignements plus précis 
sur la structure antigénique des vibrions. Ces renseignements 
pourront avoir leur valeur en matiére d’épidémiologie et fournir 
dans certains cas des présomptions, sinon des certitudes, sur 
Torigine d’une épidémie. | 

Tl. — Enfin, et c’est sur ce point que nous désirons insister, 
Yanalyse antigénique des souches est d’une importance capitale 
en matiére de fabrication des vaccins anticholériques. 

‘Tl est évident que l’on aura avantage 4 posséder en stock un 
vaccin polyvalent total, contenant les 13 facteurs, et 4 le modifier 
au besoin en cours d’épidémie suivant la répartition de ces fac- 
‘teurs et leur prédominance respective. 

De ce point de vue, si nous envisageons |’épidémie d’Egypte 
1947 en fonction de notre étude, nous avons trouvé, dans les_ 
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vibrions qui en provenaient, tous les facteurs, sauf B, G et \ 
avec. une prédominance marquée pour A, C, D, E et L. Il parait 
done évident que le vaccin optimum aurait dd contenir de préfé- 
rence ces 5 facteurs. I] ne semble pas qu’il en ait été ainsi dans 
tous les cas. 

En l’absence de tels éléments d’information sur la structure 
antigéniques des vibrions, une solution empirique a consisté le 
plus souvent & multiplier les souches dans les vaccins ; c’est 
dailleurs ce qui a été fait au Service des Vaccins de I’Institut 
Pasteur de Paris, ott le vaccin anticholérique comprenait 6 souches 
différentes, A savoir : 

2 souches du N,I.1.. 85a3(ACDE) et 47 (ABE). 


Gsoches ’Indochine, » Hanot HE (ABCFIKL), Mano? VIL (ABCFIKL), Hanoi XVIIL 
soucles Cindochine. > (AC', Saijon 1.046 (ABCFHIKLM), 


Le présent travail a montré a posteriori que ce vaccin conte- 
nait bien tous les facteurs présents dans les souches d’Egypte, 
et spécialement le facteur L dans une proportion suffisante. (Par 
ailleurs, on s’était assuré par un dosage chimique [9] que les 
souches choisies contenaient une forte proportion d’antig¢ne O 
total.) 

On voit aussi que pour une telle épidémie, la présence d’une 
souche Ogawa dans le vaccin se révéle 4 peu prés sans intérét : 
le facteur B ne figurant pas dans les vibrions cholériques isolés. 
Un vaccin composé de deux souches Inaba et Ogawa indéter- 
minées en proportion égale risque done d’étre insuffisant en pro- 
voquant la formation inulile d’anticorps inappropriés (4) et sur- 
tout en n’en suscitant pas suffisamment d’utiles. 

Nous estimons done qu’en maliére de vaccins plus encore 
qu’en matiére de diagnostic, les notions de types Inaba et Ogawa 
sont actuellement dépassées. Une plus grande précision s’avére 
nécessaire : l’analyse anligénique compléte doit la fournir. 


R&sumis ET CONCLUSIONS. 


L’analyse compléte de l’antigéne thermostable de 82 souches de 
vibrions cholériques et apparentés nous a permis de retrouver 
chez ces vibrions les différents facteurs O déja signalés par 
W. Burrows, et de formuler les conclusions suivantes : 

1° Le seul facteur A, qui a été retrouvé sans aucune excep- 
tion dans nos 61 souches de vibrions cholériques authentiques, 
et qui n’a pu élre mis en évidence dans aucune de nos 21 souches 
de vibrions « non agglulinables » peut et doit. étre considéré 


(4) Le D® Bruce While a trouvé sur 40 sérums d’Egyptiens vaccinés 
des anticorps O actifs surtout pour Ogawa. (Chronique O.M. S., 
. juin 1948). 
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désormais comme l’antigéne spécifique fondamental du vibrion 
cholérique. 

2° Les facteurs B et C sont caractéristiques des types classiques 
Ogawa, Inaba et Hikojima, mais seulement lorsqu’ils sont 
associés au facteur A: soit AB pour Ogawa, AC pour Inaba et 
et ABC pour Hikojima. L’existence d’un quatriéme type nouveau 
exclusivement A a pu étre confirmée. Les autres facteurs subsi- 
diaires D, E, F, ..., M peuvent accompagner ou non les fac- 
teurs AB, AC et ABC avec des répartitions variées ect sans signi- 
fication encore déterminée. La formule antigénique O du vibrion 
cholérique comporte le plus souvent 4 facteurs distincts. 

3° A l’exception du facteur A, tous les autres facteurs ont été 
retrouvés dans les 21 vibrions, « non agglutinables » analysés, 
d’origine humaine et hydrique. 

4° Le diagnostic bactériologigue du choléra se trouvera A la 
fois simplifié et assuré par l’emploi exclusif de sérum anti-A 
unispécifique. Tout vibrion agglutinable par ce sérum A n’importe 
quel taux (a partir de 1 p. 100) doit étre tenu pour vibrion cho- 
lérique (ou vibrion d’El Tor). 

5° Le diagnostic des 3 types de vibrions cholériques devant 
étre fait uniquement par les facteurs B et C, ’emploi des sérums 
Ogawa, Inaba ou Hikojima saturés, préparés avec des souches 
de formule incomplétement déterminée, doit étre proscrit, en 
raison de la présence fréquente de facteurs subsidiaires dans ces 
sérums. 

6° La fabrication rationnelle d’un vaccin anticholérique devra 
tenir compte, par l’utilisation de souches de formules appro- 
priées en proportion optima, des divers facteurs antigéniques 
présents dans les vibrions isolés au cours de l’épidémie en cause. 
L’analyse de 35 vibrions isolés en 1917, en Egypte, est, a cet 
égard, démonstrative (absence du facteur B et prédominance des 
facteurs A, C, D, E et L). 
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LA CULTURE DES PRODUITS PATHOLOGIQUES 
SUR LES MILIEUX DE DUBOS 
ET SON INTERET 
DANS LE DIAGNOSTIC DE LA TUBERCULOSE 


par Ermexxe BERNARD, P. BRAUN et B. KREIS. (*) 


Cette étude porte sur 803 produits pathologiques, dont 248 
expectorations, liquide de tubage gastrique ou urines, et 55 pro- 
duits non surinfectés (liquides céphalo-rachidiens, liquides pleu- 
raux et pus tuberculeux). 

Nous avons utilisé dans 271 cas le milieu liquide au Tween 80 — 
albumine fraction V selon la formule donnée par Dubos comme 
milieu d’isolement (I) ; dans 58 cas, le milieu liquide dit de cul- 
ture diffuse (D) ; dans 174 cas le milieu solide (1). Une étude com- 
parative a élé faite dans 271 cas sur le milieu de Petragnani 
classique (Sans asparagine). 

Nos résultats nous aménent aux conclusions suivanles : + 

1° Les milieux de Dubos que nous avons expérimentés se 
révélent parfaitement propres a la culture du bacille tuberculeux 
dans les produits pathologiques surinfectés, lorsqu’on détruit la 
flore d’infection secondaire par action de la soude ou de l’acide 
selon les techniques classiques et qu’on ensemence le culot de 
centrifugation aprés neutralisation. 

2° La culture des produits pathologiques sur milieu liquide, 
dit milieu d’isolement, nous a donné moins de résultats positifs 
que la cullure du méme matériel sur milieu de Petragnani. Sur 
271 cas étudiés comparativement, il y a eu 155 cultures positives, 
dont 137 (soit 88 p. 100) sur Petragnani ef 118 seulement (soit 
76 p. 100) en Dubos I. Ainsi, le miliew a Veuf se révele globale- 
ment plus sensible dans nos cas que le milieu de Dubos. 

Cette infériorité du milieu de Dubos en pratique ne tient pas 
cependant 4 un manque réel de sensibilité; nous avons obtenu 
des cultures sur ce milicu en ensemencant des dilutions extré- 
mement étendues de souches provenant de produits patholo- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 novembre 1948, 

(1) R. J. Dusos et G. MippLesrooK, Am. Rev. Tub., 1947, 56, 334. La 
proportion de Tween 80 a été de 0,01 p. 100 pour le milieu I; 
0,05 p. 100 pour le milieu D ; 0,01 p. 100 pour le milieu solide. 
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giques. Trois raisons nous semblent rendre compte de la supé- 
riorité effective des milieux a l’ceuf : 

a) L’ensemencement est beaucoup plus abondant dans le tube 
de: Petragnani (1/2 4 1. em*) que dans le: tube de Dubos, ov nous 
mettons au maximum II gouttes (1/10 cm*) du produit a cultiver 
pour ne pas: trop modifier la composition du milieu. Or, on sait 
que’ la répartition des germes est telle dans les produits pau- 
cibacillaires qu'une grande partie du matériel ne contient pas de 
bacilles. C’est ainsi que sur une série de tubes de Petragnani, 
il est fréquent de n’observer de culture que sur’ 1 ou 2 tubes. La 
quantité de produit ensemencé joue donc un réle essentiel dans 
ces. cas. 

b) Le milieu de Dubos I est beaucoup moins. sélectif que le 
milieu: de Petragnani, les germes d’infection secondaire y pous- 
sant beaucoup plus facilement. Sur 248 cultures de produits 
pathologiques surinfectés, les tubes de Dubos ont été contaminés 
soixante-cing fois, soit dans 26 p. 100 des cas, malgré le traite- 
ment préalable par la soude du produit; ensemencé. La contamina- 
tion du milieu ne s’oppose pas toujours au développement du 
bacille tuberculeux, mais lui est certainement trés défavorable : 
sur 37 cas ow la culture sur Petragnani a été positive et la culture 
en Dubos I négative, on a eu vingt-huit fois (75 p. 100 des. cas) 
une contaminatoin du milieu de Dubos. 

c) Ces causes ne sont cependant pas seules a jouer. Em effet, 
sur 10 cultures: de liquide céphalo-rachidien ot des quantités: de 
liquides' moins: dissemblables ont été ensemencées sur les deux 
milieux, et ou l’infection secondaire n’intervient pas, nous trou- 
vons 4 cultures. positives en Petragnani contre 3 en Dubos, 
cest-a-dire encore un avantage en faveur du Petragnani. Il nous 
parait que le facteur en cause est, cette fois, un acclimatement 
plus ow moins aisé des souches au sortir de l’organisme sur l’un 
ou lautre milieu. Em effet, si l’on étudie la répartition de nos 
135 résultats positifs, on trouve : 

100 cultures’ 4 la fois sur les deux milieux ; 

37. cultures seulement sur Petragnani (mais vingt-huit fois: le 
milieu.de Dubos correspondant est’ contaminé) ; 

18 cultures seulement, en Dubos I. 

Il ressort: de: ces: chiffres que 24 p. 100 des souches se sont 
développées selement en milieu de Petragnani et prés de 12 p. 100 
seulement. en Dubos. Si le premier de ces chiffres est peut-étre 
_grossi par‘les causes que nous venons d’exposer, le: second. chiffre 
échappe a cette critique: Il nous parait donc démontré que les 
-bacilles. contenus. dans: les’ produits. pathologiques' peuvent trou- 
-ver plus de facilité a cultiver au départ sur l’un ou l’autre des 
deux milieux, bien que cette préférence’ n’apparaisse plus lors 
des repiquages ultérieurs de la méme souche. Cette adaptation 
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plus facile joue tantot en faveur du milicu de Petragnani el 
tantot en faveur du milieu de Dubos. 

3° La rapidité de culture est un des avantages importants du 
milieu de Dubos. En cultivant des crachats richement positifs, 
la culture peut étre déja trés apparente au quatriéme jour, Dans 
les conditions de notre recherche, avec une vérification bi-hebdo- 
madaire, puis hebdomadaire des milieux, et avee des produits 
plus ou moins paucibacillaires, le temps moyen de cullure a élé 
de quinze jours en Dubos et vingl-sept jours en Petragnani. 

En fait, une telle comparaison est enticrement abusive. On 
n’a nullement Je droit de comparer Vexamen microscopique 
systématique que l'on pratique en Dubos a la vérification macros- 
copique des tubes de Petragnanit. Celle remarque nous a 
ineilés a reprendre l’étude trop discréditée de la microculture. 
Il est bien évident que toute colonie, avant d’étre visible, passe 
par un stade purement microscopique. Or, en examinant systé- 
matiquement au microscope le raclage de Ja surface des tubes de 
Petragnani fait le seplieme et le quatorzi¢me jour, et au moment 
ot la culture en Dubos se montre positive, nous trouvons, sur 
80 cas, un délai moyen de quinze jours, c’est-a-dire le délai 
méme de Ja culture de Dubos. La microculture est done aussi 
rapide (dans les conditions de surveillance des milieux réalisables 
en pratique) en Petragnani qu’en Dubos. 

Aucune cause d’erreur ne nous parait pouvoir ¢élre retenue 
contre cetle méthode si l’on exige, pour considérer une micro- 
cullure comme positive, non pas Ja conslatation de bacilles isolés, 
mais bien celle d’une colonie microscopique ; c’est d’ailleurs le 
méme crilérium qui est accepté en Dubos. Mais le milieu de Petra- 
enani a cet énorme avantage de permettre le contréle ultérieur 
des colonies macroscopiques ; le raclage préalable n’entrave, en 
effet, nullement le développement des colonies visibles puisqu’il 
réalise plutot un réensemencement du milieu. 


oO 


4° Le défaut le plus important du milieu de Dubos liquide, 
pour le diagnostic bactériologique de Ja tuberculose, est juste- 
ment absence du controle des aspects macroscopiques, si essen- 
tiel dans Ja différenciation des bacilles de Koch et des saprophytes 
acido-résistants. Pour obvier A cet inconvénient, surtout grave 
en ce qui concerne les cultures de liquide de tubage gastrique, 
nous avons éludié comparalivement dans 174 cas le milieu solide 
de Dubos. Sur un total de 104 cultures positives, nous n’avons 
obltenu sur ce milieu que 57 cultures (soit 54 p. 100) contre 85 
en Dubos liquide (81 p. 100) et 91 en Petragnani (87 p. 100), La 
encore, il faut accuser en partie l’infeclion secondaire que nous 
avons observée trente-sept fois sur cent soixante-quatorze, soit dans 
21 p. 100 des cas ; il est A noter qu’elle admet beaucoup plus rare- 
ment qu’en milieu liquide le développement simultané du bacille 
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de Koch, car le germe de surinfection occupe rapidement la surface 
du milieu. Le temps moyen de culture macroscopique en Dubos 
solide a été de vingt-six jours ; la microculture a été affirmée en 
moyenne au treiziéme jour. La rapidité de culture sur Dubos solid: 
est donc trés analogue a celle observée sur Petragnani. 

Signalons que nous avons observé 5 cas ou la microculture 
positive sur Dubos solide n’a pas été suivie de l’apparition de 
colonies macroscopiques. Des difficultés du méme ordre s’étaient 
déja élevées pour le milieu de Lowenstein et l’on avait conclu en 
général (mais de facon un peu forcée) qu’il devait s’agir de corps 
microbiens morts provenant des manipulations antérieures. ln 
fait, dans nos cas, les cultures paralléles en Dubos liquide et 
Petragnani étaient positives ; il s’agissait done bien de colonies 
de bacilles tuberculeux, mais mal adaptées au milieu, de cultures 
avorlées. Il reste sage de n’en pas tenir compte en pratique. 

La réparlition des 56 résultats positifs s’établit de la maniére 
suivante : 

51 sont positifs sur les 3 milieux. 

4 en Petragnani et Dubos solide seulement. 

1 en Dubos liquide et Dubos solide. 

Nous n’avons eu aucun résultat posiuf en Dubos solide sans 
que lun des deux autres milieux ait également donné une culture. 
Le milieu de Dubos solide au tween (et sans adjonction de péni- 
cilline) nous semble done dépourvu d’intérét dans la culture des 
produits pathologiques. 

5° On peut chercher a améliorer les résultats obtenus en milieu 
de Dubos, soit en modifiant la composition des milieux, soit en 
changeant la technique de destruction des germes associés : 

a) En ce qui concerne Je choix des milieux, nous avons comparé 
les résultats obtenus avec le milieu d’isolement I et le milieu de 
culture diffuse D, plus riche en tween, en asparagine, en hydro- 
lysat de caséine, et additionné de glucose. La sensibilité des deux 
milieux liquides nous a paru trés analogue: sur 13 résultats 
positifs, 10 sont obtenus dans les deux milieux, 2 en I seulement, 
1 en D seulement. Sur 17 cultures positives en D, le temps moyen 
a été de quinze jours, identique 4 celui oblenu en I. En somme, 
résultats trés analogues ; nous avons donc renoncé a la prépara- 
tion un peu plus difficile du milieu D. 

b) En ce qui concerne la meilleure technique de destruction des 
germes associés, sans porter trop atteinte 4 Ja vitalité du bacille 
de Koch, nous avons fait les essais suivants en Dubos I : 

Sur 12 crachats bacilliféres pew infectés, nous comparons 
action de la soude a 4 p. 100 laissée en contact une heure ou 
trois heures, et celle de Ja soude a4 p. 100 additionnée de 
1.000 unités de pénicilline par cenlimétre cube de crachats : résul- 
tats identiquement bons. 
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Sur 85 liquides de tubage trés infectés, nous trouvons : 

35 p. 100 d’infections secondaires avec la soude a 4 p. 100 
laissée en contact une heure, 

20 p. 100 avec l’acide chlorhydrique 4.3 p. 100 laissé en 
contact une demi-heure a une heure, 

24 p. 100 avec la soude a 4 p. 100 laissée en contact vingl- 
quatre heures. 

Les techniques courantes sont done insuffisantes pour les pro- 
duits trés infectés. En ce qui concerne la pénicilline, contraire- 
ment a ce qu’ont observé d’autres auteurs, elle n’a pas, en général, 
empéché la culture du bacille dans notre milieu liquide au tween ; 
mais il s’agissait de crachats le plus souvent fortement bacilli- 
feres. Nous n’obtenons toultefois que 7 cultures aprés traitement 
d’une heure par la soude et la pénicilline, alors que la soude 
seule sans pénicilline nous donne 9 cultures sur la méme série 
de crachats. 

6° Beaucoup de produits pathologiques actuellement examinés 
contenant de la streptomycine, nous avons recherché comment se 
comportaient & cet égard nos milieux. 

Dans les crachats, aprés homogénéisation et centrifugation, le 
culot ne contient plus, en général, une dose suffisante d’antibjo- 
tique pour entraver la culture sur un ou l’autre des milieux. 

En ce qui concerne les liquides céphalo-rachidiens des ménin- 
gitiques traités, nous n’obtenons aucune culture positive en Dubos, 
sur 14 cas ensemencés directement. Par contre, aprés centrifuga- 
tion et lavage du culot, 22 cas nous donnent 10 cultures. 

Or, sur Jes 14 ensemencements directs, tous négalifs en Dubos, 
nous trouvons 2 cultures positives sur Petragnani; la sensibilité 
de ces souehes, ¢ludiée par la suite, était normale (R<1). Le 
milieu de Dubos se montre done inférieur au milieu de Petragnani 
dans les cas of l'on n’a pas éliminé tout l’antibiotique du produit 
A cultiver. 


‘En conciuston : Le milieu de Dubos liquide, selon la formule 
étudiée, ne doit pas se substituer aux milieux aA l’ceuf dans le 
diagnostic bactériologique de la tuberculose,. 

Le milieu de Petragnani donne des résultats positifs plus nom- 
breux que celui de Dubos. Les résultats sont plus rapidement 
obtenus en milieu de Dubos (le quinziéme jour en moyenne) que 
sur milieu de Petragnani (le vingt-septiéme jour en moyenne) si 
on attend l’apparition des colonies macroscopiques. Mais ]’exa- 
men microscopique du produit de raclage des tubes donne des 
réponses positives dans le méme délai que le milieu de Dubos. 
Cette technique est sdre et contrdlable par l’apparition ulté- 
rieure des colonies macroscopiques. L’impossibilité d’étudier les 
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caractéres culturaux macroscopiques est une des infériorités du 
milieu de Dubos. 

Il y a cependant intérét a cultiver parallélement les produits a 
examiner sur milieu a l’ceuf et sur Dubos liquide, 12 p. 100 des 
souches, au sortir de lorganisme, se développant avec prédi- 
lection sur ce milieu. Sans cesser de conseiller |’utilisation simul- 
tanée d’un grand nombre de tubes de milieu de Petragnani, nous 
pensons qu’il faut leur adjoindre, dans la pratique courante des 
Jaboratoires, deux tubes de Dubos liquide pour chaque examen. 

Le milieu de Dubos solide au tween albumine, et sans péni- 
cilline, nous semble au contraire dépourvu d’intérét pratique dans 
le diagnostic bactériologique. 

L’amélioration des résultats obtenus en milieu de Dubos peut 
étre cherchée non seulement en modifiant sa formule, mais aussi 
en améliorant les techniques susceptibles de détruire les germes 
associés sans nuire a la vitalité du bacille tuberculeux 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DE SH. ALKALESCENS 
LES CARACTERES SEROLOGIQUES 


par F. ROLAND, M" D, BOURBON et P. THIBAULT (’). 


(Institut Pasteur. Service de Microbie générale.) 


Dés 1918, Andrewes [4] étudie les caractéres sérologiques de 
Nh. alkalescens. Il signale déja les rapports de cette espece qu’il 
vient d’individualiser avec les bacilles du groupe Flexner. Mais 
il rencontre dans les expériences d’agglutination certaines diffi- 
eultés quil attribue au faible pouvoir antigénique des bactéries ; 
il y remédie partiellement en agglulinant A 55° pendant vingt- 
quatre heures. Par la suite cependant, divers auteurs comme 
Smith et Fraser [2] obtiennent des sérums capables d’agglutiner 
la souche homologue A une dilution élevée, mais la plupart des 
souches ne sont agglulinables qu’aprés ébullition (Archer {3}) 

On a longtemps admis que toutes les souches de Sh. alkalescens 
formaient un groupe sérologique homogéne. Mais en 1938, de 
Assis [4] rencontre un germe qui posséde des caractéres de 
culture voisins de Sh. alkalescens, bien que sans aucun antigéne 
commun avec les souches habituelles. I] le considére comme un 
type nouveau : le type Il. Ce type est représenté par les deux 
souches 648 et 42. En 1940, Neter [5] accepte les conclusions de 
de Assis, mais remarque qu il n’a rencontré que des souches de 
type I. Plus récemment, Neter incline 4 penser que les bactéries 
du type II doivent étre rejetées de Vespéece Sh. alkalescens. Apres 
avoir constalé les propriétés biochimiques qui caractérisent la 
souche 648, nous nous sommes rangés a celte opinion [6]. En 
mai 1948, Weil et Slafkovsky [14] proposent pour ce type la 
création d’une espéce nouvelle, Sh. tiele. En 1944, Neter [7] 
reconnait deux autres types sérologiques de Sh. alkalescens : 
le type III (souche 2.198, isolée par H. Ewing) et le type IV 
(souche 9.731). Wheeler, Stuart et Ewing [8] ont isolé plusieurs 
souches du type III. Bien qu’elles n’attaquent pas le lactose, 
elles paraissent trés voisines de Sh. dispar type IL [9] si elles ne 
Jui sont pas identiques. Wheeler et ses collaborateurs pensent 
quil ne convient pas de ranger ces bactéries dans l’espéce 
Sh. alkalescens. Nous avons constalé [6] que la souche 2.193 ne 
transforme pas la choline en triméthyl-amine et nous pensons, 


(*) Société Francaise de Microbiologie, sCance du 4 novembre 1948. 
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avec Wood, que ce caractére a une grande importance différen- 
tielle. Pour le type IV, au contraire, les propriétés biochimiques 
sont identiques a celles des souches les plus caractéristiques de 
lespéce. 

Si les quatre types de Sh. alkalescens n’ont entre eux que 
d’infimes relations anligéniques, ils présentent des agglutinations 
croisées avec des bactéries appartenant a d’autres espéces. 
Sh. alkalescens type III posséde une fraction de l’antigéne de 
groupe Flexner et des agglutinines communes avec certaines 
souches du type P 274 et elle est surtout étroitement apparentée 
avec le type 143 (Boyd). Mais ce sont les notions acquises pour 
le type I, le plus répandu, sinon le seul légitime, qui présentent 
le plus d’intérét. Ses relations avec le groupe Flexner, signalées 
par Andrewes, ont été souvent confirmées ; cependant, les germes 
ne sont agglutinés par aucun des sérums préparés a l’aide des 
14 types de Sh. paradysenterie (Flexner-Boyd) et leurs sérums 
homologues sont privés par absorption de tous les anticorps 
autres que les anticorps spécifiques de type 10 et 11. L’antigéne 
commun n’est done pas un des antigénes majeurs qui impriment 
a chaque type de Flexner sa spécificité. 

Sh. alkalescens possede aussi des relations sérologiques avec 
des bactéries qui n’appartiennent pas au genre Shigella (12) et (5), 
Stuart, Rustigian, Zimmerman et Corrigan [43] décrivent tout 
une série de souches qui, par leurs caractéres biochimiques, 
réalisent des formes intermédiaires entre Sh. alkalescens et E. coli 
et qui présentent des antigénes communs avec Sh. alkalescens. 
Ils utilisent certaines de ces souches pour analyser la structure 
antigénique du type I. Ils distinguent 3 sous-groupes dont les 
formules sont : 


ABCD — qui se rencontre dans... .... . 68,8 p. 109 des cas. 
ABCDE qui se rencontre dans. ....... 27,6 — — 
ABG= EF qui se rencontre dans... 0-2-2). 0 355) = — 


L’antigéne A serait spécifique de l’espéce. Les auteurs ne |’ont 
jamais rencontré sans qu’il soit accompagné d’un autre antigéne 
majeur B. Mais la fraction B se trouve dans des bactéries de type 
paracolon ou £. coli, comme par exemple dans la souche 40 ov 
B est l’antigéne commun avec Sh. alkalescens. I] en est de méme 
pour les trois antigénes mineurs C, D, E, Ainsi, la fraction C 
est commune a la souche 4 et a Sh. alkalescens ; elle se retrouve 
également dans certaines souches de Sh. paradysenterix (Mlexner- 
Boyd). Toutes les souches de Sh. alkalescens contiennent A Brey 
les deux autres facteurs peuvent manquer. Le constituant E est 
sujet 4 des variations quantitatives notables, non seulement d'une 
souche 2 l’autre, mais aussi, dans le temps, pour une meme 


souche. 
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MaréRIcL ET TECHNIQUE. 


Souches. — L’étude sérologique porte sur les 17 souches de 
Sh. alkalescens dont nous connaissons déja le comportement bio- 
chimique. Elles comprennent 14 souches (8 d’isolement récent 
et 6 de collection), dont les caractéres de culture sont homogénes, 
et 3 souches présentant quelques partieularités : les souches 
21.811, 648 et 2.193. Cing souches ont des caractéres sérologiques 
déja connus, ce sont : 

14.811 typique par ses caractéres de culture, formule antigé- 
nique A BC D, type sérologique I (Stuart). 

21.811, atypique : mobile, ne transforme pas la choline en tri- 
méthylamine, n’attaque pas le rhamnose, possede cependant lanti- 
géne somalique de formule A BC D, type sérologique I (Stuart). 

648, atypique : ne transforme pas la choline en triméthylamine, 
n’attaque ni xylose, ni dulcite, ni rhamnose, acidifie la salicine, 
type sérologique II (de Assis). 

2.198, atypique : ne transforme pas la choline en triméthylamine, 
type sérologique III (Neter). 

9.731, typique : type sérologique IV (Neter). 

Nous avons utilisé, en outre, plusieurs souches appartenant au 
genre FE. coli, comme la souche 40 contenant la fraction B, la 
souche 4 contenant la fraction © (Stuart) et d’autres isolées dans 
notre laboratoire, notamment la souche Theb, dont 1’étude pré- 
sente un intérét particulier. 

Réactions d’agglutination. — Les sérums agglutinants se pré- 
parent par injections intraveineuses au lapin de ‘suspensions bac- 
tériennes tuées par le formol, ou bouillies pendant deux heures 
(bactéries mobiles). On fait, en général, quatre injections a des 
intervalles de cing jours et on saigne Vanimal huit jours aprés 
la derniére. Les suspensions d’antigénes destinées aux réactions 
d@agglutination sont préalablement chauffées pendant trente 
minutes au bain-marie a 100° 

Les réactions effectuées sur lames fournissent d’excellentes indi- 
cations qualitatives. Les réactions quantitatives se font dans des 
lubes qui restent plongés dix-huit heures dans un bain-marie a 
55°. La lecture se fait dix minutes environ aprés la sortie du 
bain-marie. , 

Expérience préliminaire. — Nous avons d’abord vérifié le fait 
que les suspensions de bacilles vivants ou tués par le formo] sont 
inagglutinables par le sérum correspondant. Nous avons cons- 
taté que le traitement par le chloroforme ou par la chaleur sup- 
primait cette inhibition. Puis nous avons éprouvé la sensibilité et 
la spécificité des suspensions traitées trente minutes a 100° en les 
mettant en présence de sérums homologues ect hétérologues. Tandis 
que le sérum spécifique agglutine les suspensions de Sh. alka- 
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lescens 4 1/6.400, des sérums anti-typhiques O et anti-Shiga de 
tilre 1/6.400 restent sans action méme a 1/50. Un sérum poly- 
valent anti-Flexner de titre 1/3.200 agglutine, il-est vrai, au 1/100, 
mais celle réaction confirme simplement I’existence d’antigénes 
communs aux deux espéces. 

Adentification du type. — Pour connaitre a quel type sérolo- 
gique appartiennent les souches étudiées, nous avons observé 
leur comportement vis-a-vis de sérums préparés A V’aide de souches 
connues : 14.811 (type I), 648 (type II), 2.193 (type III), 9.731 
(type IV). Les résultats sont résumés dans le tableau I. 


TABLEAU I. 
SERUMS 
SOUCHES = S Se eS 3 
ae BS a = Qe ae Ce = 
oe] 6 = x | SS] ag] ab = 
pai Oat iy a Rae ge 
F. 206, Hul. Baf. Gomm. Cys. 

Gouvy. Pay. 8.350, 8.637, 1.601, 

B G29 AACS: Blech Fi Lete 42.800)|-6.400 | 6.400 |42.800 0 0 0) 12.800 
NSOSS MT se, ov ie: ee 6 eh 6.400) 1.600} 1.600] 6.400 0 0 0 3 200 
24.814 (mobile) . . . » . . {42.800} 6 400 | 6.400 42.800 0 0) 0| 42.800 
See UUPe RED ogee ao 0 0 0 0| 3.200 0 0 0 
BAS type die ao so. > 0 0 0 0 0 | 3.200 0 0 
S13 liypoPV) 0 0 0 0 0 0| 4.600 0 
PCO LNG: 2 sje 5). >, ss 12 800} 6.400 |*6.400 |12.800 0 0 0} 12 800 


Le sérum 14.811 (type I) agglutine 4 un titre élevé toutes les 
souches de Sh. alkalescens, a l'exception des souches déja classées 
dans un autre type. La souche 21.811 elle-méme est agglutinée 
an titre, malgré ses caractéres particuliers. Inversement, les 
sérums spécifiques des types II, III, [IV agglutinent seulement 
leur souche homologue, sans aucune agglutimation croisée. 

A Vaide de idiverses suspensions microbiennes agglutinées par 
les sérums type I telles que 8.350, Hul., 21.811, nous avons preé- 
paré d’autres immunsérums. Ils se comportent exactement de la 
méme maniére que Je sérum 14.811. Seule, la souche Goss., qui 
fait exception, n’est agglutinée par les différents sérums qu’ 
50 ou 25 p. 100 de leur titre. Elle contient cependant tous tes 
antigénes majeurs des autres germes, car elle est capable d’absor- 
ber complétement les agglutinines des sérums 14.811. Nous 
avons pu préparer de sérum anti-Goss. et l’épreuve inverse n’a 
pas été pratiquée. 

Au cours de ces recherches, nous avons observé les deux types 
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d’agglulinats décrits par de Assis : le type G a gros granules et 
le type F a fins granules qui se remettent facilement en suspen- 
sion quand on agite le tube. Cependant, le type F ne s’est montré 
qu’avec la souche 648 et une souche atypique Mich. en présence 
de leur sérum homologue. Nous n’insisterons pas sur les carac- 
teres de cette culture que nous rejetons délibérément de Vespéce 
Sh. alkalescens. 

Un phénoméne de zone est fréquent : il n’y a pas d’agglutina- 
tion visible dans les tubes ott le sérum est un peu dilué, ou bien 
l'agglutination y est moins intense que dans les tubes suivants. 

Sous-types sérologiques. — On obtient facilement des sérums 
epécifiques des facteurs D et E. 

Sérum. 14.811 (A B C D —) absorbé par culture 21.811 
(A B C — E) fournit le sérum anti-D. 

Sérum 21.811 (A B C — E) absorbé par culture 14.811 
(A BC D —) fournit un sérum anti-E. 

Avec ces sérums, on peut caractériser rapidement le sous-type 
auquel apparlient une culture de Sh. alkalescens. 

Parmi 12 souches, nous avons trouvé : 

Trois souches possédant 4 la fois les facteurs D et E. 

Huit souches possédant seulement le facteur D. 

Une souche possédant seulement le facteur FE. 

Pour chaque sous-type, le pourcentage s’établit donc ainsi 


AB CDA: 3. , Qbonnthe@ ax Ga WO Be. ceerertn aie 
ABI ict OA ek 8 OE CI Aes ee. Bh Aopen 
PCR. Se eh er ie re cele ee OM MI Ore, 


XAPPORTS ANTIGENIQUES 
ENTRE « E. CoLi ») ET « SH. ALKALESCENS ) TYPE I. 


Nous avons éprouvé vis-i-vis des sérums_ anti-alkalescens 
lype I, 31 souches possédant les caractéres biochimiques du genre 
FE. coli provenant de selles (28) ou d’urines (8). Cing étaient 
agglutinables, dont 4 isolées de colites, 1 de cystite. La souche 
Theb., provenant d’une cystite, mérite une atlention particuliére. 

Voici ses caractéres de culture : c'est un batonnet mobile, ne 
gardant pas le Gram, qui donne sur gélose en vingt-quatre heures 
des colonies grosses, réguli¢rement arrondies. I trouble unifor- 
mément le bouillon et eau peptonée, produit de l’indole, acidifie 
le lait et le petit lait, ne liquéfie pas la gélatine, ne donne pas 
WHS, réduit le rouge neutre. La réaction de Voges-Proskauer 
est négalive, cclle du rouge de méthyle positive. I] n’utilise pas 
le citrate ni Purée, I attaque avee gaz en milieu liquide, xylose. 
rhamnose, glucose, saccharose, maltose, glycérine, lactose, dul- 
cite, mannite et n’acidifie pas la salicine en quinze jours. Il s’agit 
done d’une souche E. coli. 

L’étude sérologique a porté exclusivement sur lantigéne O. Elle 
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montre (tableau I) que les suspensions sont agglutinées par les 
sérums anti-alkalescens 14.811 A 1/12.800, 8.350 aA 1/6.400, 21.811 
a 1/12.800, c’est-a-dire a leur titre limite. En revanche, elles ne 
sont pas affectées par les sérums des types II, I, IV. Inverse- 
ment, le sérum anti-Theb. agglutine toutes les souches alkalescens 
type I a la limite de son titre, a l’exception de la souche Goss., 
moins sensible vis-a-vis de tous les sérums; il agglutine aussi 
les souches 40 (1/3.200) et 4 (1/100) ; il reste sans action sur les 
antigénes des types II, III, IV. Il existe done une parenté sérolo- 
gique entre Theb. et Sh. alkalescens, type I. C’est ce que démontre 
plus précisément l’étude analytique (tableau II). Une suspension 


TaBLRau II. 


SERUMS 


14.811 21.841 
abs. abs. bs. Theb. 
SOUCHES 21 814 14.811 


Fractions antigénes 


ABC 


1.600 42.800 
0 0 3.200 

0 y. 400 

800 0 ; 12.800 
1.600 0 § 42 8u0 


de E. coli Theb. n’est agglutinée ni par le sérum 14.811 absorbé 
par la souche 21.811 (fraction D), ni par le sérum 21.811 absorbé 
par la souche 14.811 (fraction E). Elle est agglutinée au 1/3.200 
par le sérum coli 40 (fraction B) et au 1/200 par le sérum coli 4 
(fraction C). Cependant, la communauté des antigenes B et C 
ne suffit pas a expliquer l’agglutination croisée entre E. coli Theb. 
et Sh. alkalescens. En effet, lV absorption du sérum Theb. a la 
fois par coli 40 et coli 4 n’épuise tous les anticorps ni pour la 
souche homologue (agglutinée a 1/1.600), ni pour Sh. alkalescens 
14.811 (1/800), ni pour Sh. alkalescens 21.811 (1/1.600). Par 
contre, l’absorption par Sh. alkalescens 14.811 (A BCD). fait 
disparaitre toutes les agglutinines. La souche EF. coli Theb. con- 
tient donc, outre les fractions B et C, la fraction A. 


DIscUSSION ET CONCLUSION. 


Toutes les souches dont nous disposions se sont montrées spé- 
cifiquement agglutinables, mais seulement apres un chauffage a 
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100° ou traitement par le chloroforme. Toutes appartiennent au 
type I, A la seule exception des souches: de: collection précédem- 
ment connues comme appartenant aux types: II, III, IV. Ceei 
confirme la fréquence de ce type et seul, en dehors de lui, le 
type IV parait devoir étre retenu dans l’espéce en raison de ses 
cavactéres de. culture. 

Nous. avons: retrouvé, pour Sh. alkalescens, type I, les trois 
sous-types antigéniques, identifiés par Stuart et, malgré le petit 
nombre de: nos souches, dans lai méme proportion. 

Les. cultures du genre EF. coli peuvent présenter des, relations 
sérologiques: élrowtes avec Sh. alkalescens, type 1. Nous l’avens 
observé pour 5 souches sur 31 (16 p. 100). L’une d’elles, E. col 
Theb., dont les caractéres biochimiques ne laissent aucun doute 
sur la position taxonomique qu’il faut lui attribuer, a pour for- 
mule antigénique A BC. Aucune fraction de l’anligéne Sh. alla= 
lescens, surtout la fraction A, ne doit étre considérée comme stric+ 
tement spécifique de l’espéce. 


Rasumi. 


1° Toutes les souches étudiées de Sh. alkalescens appartiennent 
au type sérologique I. 
2° Leur constitution anligénique a pour formule : 


UC}. as RP Sa el Pour 8 souches. 
YA QUAL uy Se a a nei: Pour 3 souches. Sur 42: souches. 
A Cee Hi ha ty etora wate: oe Pour 4 souche. 


8° Il n’est pas rare que des cultures du genre E. coli possédent 
des anltigeénes communs avec Sh. alkalescens. Ainsi, la souche 
FE. coli Theb. a pour formule A BC. Aucun. des facteurs anti 
géniques n’est done spécifique de Sh. allkalescens. 
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RECHERCHES 
SUR LE MODE D’ACTION DE L’ACIDE SALICYLIQUE 
ET DE L’ACIOE P-AMINOSALICYLIQUE 
DANS L'INHIBITION DE LA CROISSANCE 
DU BACILLE TUBERCULEUX 


par A. LUTZ (*). 


(Institut Pasteur. Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 


Au moment ot les recherches sur les anlivitamines et sur les 
inhibileurs de la croissance bactérienne a structure chimique 
modelée sur celles des métabolites essentiels prennent une impor- 
tance grandissante et en particulier dans les études sur la chimio- 
thérapie de la tuberculose, nous avons pensé qu'il serait intéres- 
sant d’examiner le mode d’action de l’acide salycilique et de acide 
paraminosalycilique dans l’inhibition de la croissance du bacille 
tuberculeux. 


Mi:rHope p’kTupr. — La présence d’albumine dans les milieux 
de culture en profondeur (type Dubos ) crée de nombreux facteurs 
inconnus car, comme on le sait, elle est capable de donner des 
complexes avec de nombreuses substances, dont certaines sont 
connues, et en particulier avec VTacide L-ascorbique, lacide 
lactoflavinophosphorique, des .composants de la vitamine P 
(citrine) [4], etc. Nous avons employé, pour ces raisons, Ja méthode 
de croissance en surface et apprécié le développement par la 
méthode pondérale comme dans nos recherches sur les facteurs de 
croissance de bacilles du genre Mycobacterium. 

Nous nous sommes servi du milieu synthétique de Lockemann [2] 
i’ pH 5,6, qui nous a donné les meilleurs résultats dans la ciné- 
tique de la croissance et dont nous rappelons ici la formule : 


Phosphate monosodique (PO,NaH,, H,0)........ 3,0 g. 
Phosphate monopotassique (PO,KH,) ......... 4,0 g. 
Sulfate de magnésium (SO,Mg, 7H,O)......... 2,5 g. 
Citrate trisodique (CgH;0;Na,, 5 1/2 H,O). ies 2,5 g. 
Sulfate ferreux ammoniacal (FeNH,(SO,),, 12H,0)... 0,01 g 
Asparagine (C,H,0,N,, H,0) . sis Loud, Maeetetiaraetrs 5,0 g. 
Glycérinfe (Gh 0,05). ess os tot are tees ae) eee 25. g. 

Baw ‘distillée se a os. cae ee, ee 


(*) Société Franyaise de Microbiologie, séance du 7 octobre 1948. 
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Nos recherches ont été effectuées avec une souche virulente 
bovine (souche Vallée). Dans tous les cas, nous opérons avec des 
fioles d’Erlenmeyer de 200 cm*® contenant 50 cm* du milieu pré- 
cite. L’ensemencement est fait avec des fragments aussi uniformes 
que possible de 5 4 6 mm. de diamétre, prélevés dans tous les 
cas sur des voiles agés de huit jours et, autant que possible, 
sur un méme voile pour une méme série d’expériences. Aprés des 
temps variables a |’étuve a 37°, les cultures sont autoclavées 
quarante-cing minules a 120° et filtrées, Les bacilles sont recueillis 
sur des papiers-filtres tarés lavés cing fois a l’eau distillée, et 
desséchés pendant seize heures 4 70°, puis pesés. Dans tous les 
cas, les substances ont été ajoutées aux milieux apres stérilisation 
de leur solution par filtration sur bougie. 


I. — Sur LE MODE D’ACTION DE L’ACIDE SALICYLIQUE 
DANS L’ INHIBITION DE LA CROISSANCE DU BACILLE TUBERCULEUX. 


A la suite des études d’Ivanovics [8 a, b, c] sur l’antagonisme 
entre l’acide pantothénique et l’acide salicylique, substances sans 
« relations structurales apparentes », de nombreux auteurs (Nitti 
et Faguet [4], Vinet, Meunier et J. Monfrais [5] et Markees [6 a, b]) 
ont essayé d’approfondir |’éltude de ce phénomeéne, et en parti- 
culier de sa spécificité, en se servant de micro-organismes divers 
(E. coli, Staphylococcus aureus). 

Nous rapportons ici une étude de cet antagonisme dans le cas 
du bacille tuberculeux. Mais avant d’entamer ces recherches, nous 
avons pensé qu'il serait intéressant d’analyser le comportement 
du bacille tuberculeux qui, comme on le sait, synthétise l’acide 
pantothénique, en présence de doses variables de cette vilamine. 
et en fonction du temps. 


a) ACTION DE I ACIDE PANTOTHENIQUE SUR LA CROISSANCE DU 
BACILLE TUBERCULEUX. — Nous avons ajouté des quantités crois- 
santes de pantothénate de soude a plusieurs séries de fioles conte- 
nant 50 cm* de milieu et nous avons examiné son action au cours 
du temps sur la croissance bacillaire. Voici les résultats observés 
(tabl. I) : 

Portons ces chiffres sur un graphique : 1 

L’examen de ces courbes fait ressortir les points suivants : 

1° Une stimulation trés nette de la multiplication des bacilles, 
stimulation particuliérement évidente durant la phase exponen- 
tielle de la croissance ; 

9° [Te rendement de la récolte bacillaire est pratiquement 
double aprés dix jours de croissance a V’étuve a 87° pour une 
concentration de 2.10-* d’acide pantothénique dans le milieu. 
Cette stimulation, qui a lieu pour des taux relativement élevés 
d’acide pantothénique, est d’autant plus intense que sa concen- 
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TABLEAU I. 


JOURS PANTOTHENATE DE SOUDE 
en milligrammes pour 50 cm* de milieu 
apres 


l’ensemencement T 0.5 25 5 7,5 10 12,5 


—_——— —§ —————— 


sree Ss eras 53 63 60 84 712 92 104 


ETE FAS 104 108 120 110 422 427 434 
Delve bel to: = 136 163 189 492 209 2416 208 
1 nee io oa 179 204 236 281 325 369 388 
EE le ah Mgee tad 301 343 356 385 420 421 436 


fe Wien a 5 452 457 455 


> Graphique-T Jours 


tration dans le milieu est plus élevée ; il n’y a pas de phéno- 
ménes d’inhibition pour les plus fortes doses ; 

3° Le rendement est maximum dans tous les cas vers le qua- 
lorziéme jour. 

Devant ces résullals, que nous essaierons de mettre en évi- 
dence par l'étude des phénoménes respiratoires, résultats qu’on 
peut rapprocher de ceux trouvés par Hartelius et Johansen 17] 
pour une levure : Saccharomyces cerevisiae, on peut se demander 
Si, pour avoir une telle stimulation, la molécule entiére (I) est 
nécessaire ou s’il ne suffit pas, pour obtenir une certaine action, 
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dajouter au milieu un de ses constituants, c’est-a-dire soit la 
B-alanine (II), soit l’acide a~y-dihydroxy-@-p-diméthylbutyrique 
jacide pantoique] (III), ou de la lactone correspondante [panto- 


lactone] (IV), ou un mélange de ces constituants en proportions 
définies. 


ie ts NH,CH,CH,COOH (IL) 
(1) HOCH, — C — CH — CO — NHCH, — CH,COOH hana 
i. 
cH 
Acide pantothénique. 
CH, OH OH 
ae HC. | 
(111) HOCH, — C — CH — COOH Ai oh C= 0 (1V) 
| H3C” | | 
CH, *"HC 0 
Acide «, y-dioxy-3-3-diméthyl- «-hydroxy-3-3-diméthyl- 
butyrique (acide pantoYque). y-butyrolactone (pantolactone). 


On sait, en effet, depuis les recherches de Sarett et Cheldelin [8] 
et de Stansly et Schlosser [9], que l’acide pantoique et la panto- 
lactone différent dans leur activité biologique pour Acetobacter 
suboxydans et E. coli. Une étude ultérieure nous renseignera sur 
cette question. 

Connaissant l’action de l’acide pantothénique sur la croissance 
du bacille (étude des témoins), nous allons étudier |’antagonisme 
acide salicylique/acide pantothénique. 


b) EruDE DE L’ANTAGONISME ACIDE PANTOTHENIQUE/ACIDE SALICY- 
LIQUE. — Pour mieux apprécier l’aspect quantitatif de ce phéno- 
méne, nous avons exécuté deux séries d’expériences en inhibant 
la croissance par deux taux différents d’acide salicylique. Nous 
avons ajouté au milieu a pH 5,6 simultanément le salicylate de 
soude et le pantothénate de soude 4 taux croissants, 

Premier cas : Inhibition par 2,2 mg. de salicylate de soude. 


Tasieav II. 
E 
& PANTOTHENATE DE SOUDE 
Nao en milligrammes pour 50 cm* de milieu 
Sos ; 
See 
o 
a T | 0,02] 0,05 | 0,4 | 0,2) 0,5 | 2,5 5) 7,5 10 12,5 15 20 
7 9 43} 25) 33:) 27 24 2 22 28 
9 25 36} 42; 60}| 62 67 83 86 87 
12 25 63 | 712°) 128) 427 | 133 | 198 23% 196 
414 30 DA4 | 340 | 345 | 340 | 344 | 340 | 337 | 310 
16 55 | 54] 42 72| 80} 353 | 342 | 344 | 323 | 346 | 374 | 358 | 300 
24 423 NDA Ade } 324 7392/1 37 389 | 372 | 383 | 390 | 388 | 380 
28 412 64 | 377 | 373] 367 | 360 | 378 | 364 | 382 
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Deuxiéme cas : Inhibilion par addition de 2,6 mg. de salicylate 
de soude. 


TABLEAU II]. 


JOURS PANTOTHENATE DE SOUDE 
en milligrammes pour 50 cm* de milieu 
aprés 


l'ensemencement Tt 


in) 
1 


10 20 90 


Se Ree ot bn: : 15 


Reportons sur un méme graphique tridimentionnel les résultats 
obtenus pour les témoins (tableau I) et ceux du tableau II. 


Jeurs 


Graphique II. 


De l’examen de ce graphique nous pouvons tirer les déductions 
Sulvantes : 

1° L’acide pantothénique inhibe in vitro l’action bactériosta- 
tique de l’acide salicylique sur le bacille tuberculeux. 

2° La réversibilité est d’autant plus rapide que les quantités 
d’acide pantothénique ajoutées au milieu sont plus élevées. 


a 
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3° La croissance élant rendue possible par addition de l’acide 
pantothénique, le rendement bacillaire maximum est obtenu vers 
fe seiziéme jour. 

4° L’acide pantothénique n’arrive pas a supprimer compleé- 
tement |’action inhibitrice de l’acide salicylique, ces deux corps 
étant introduits simultanément dans le milieu de culture. 

Des faits semblables ont été vus par Nitti et Faguet [4], Vinet 


et Meunier [5] dans le cas du colibacille. 


5° L’addition simultanée d’acide pantothénique et d’acide sali- 
cylique ralentit la croissance du bacille tuberculeux. 

6° L’examen comparatif des résultats des tableaux II et III 
montre trés nettement l’aspect quantitatif de ce phénoméne d’anta- 
gonisme. Plus la quantité d’acide salicylique est forte, plus le 
temps de latence est prolongé, et plus on ajoute de pantothénate, 
plus il est raccourci. 

Par ailleurs, il est intéressant de signaler les points suivants : 

1° Le développement d’un fragment de voile qui a végété 
pendant quatorze a seize jours sur un milieu salicylé et a été 
repiqué sur milieu non salicylé ne se fait en surface qu’aprés un 
temps de latence considérable. 

2° Il arrive que le fragment ensemencé sur les milieux sali- 
cylés témoins s’accroisse rapidement aprés quinze a vingt et un 
jours. Ce phénomeéne, d’ailleurs inconstant, rappelle ce que 
EK. Fourneau, Tréfoué] et leurs collaborateurs [40] ont signalé 
dans le cas des moisissures dont le départ de la croissance se 
fait en présence de para-aminophénylsulfamide (1162 I) aprés un 
délai de deux mois, et que Rist [11] a observé également pour le 
cas du bacille tuberculeux. 

Devant ce phénoméne d’antagonisme, nous avons essayé 
d’approfondir son étude en recherchant l’action séparée de ses 
composants, 4 savoir la g-alanine et la pantolactone en présence 
d’acide salicylique, pour essayer de mettre en évidence si, dans le 
cas de ces deux substances antagonistes qui ne semblent pas entrer 
en compétition pour un enzyme, l’action de Vacide salicylique 
joue en entravant chez le bacille tuberculeux la synthése de l’acide 
pantothénique ou celle de l’un de ses constituants. 

On sait que, pour de nombreux auteurs, l’inhibition de la crois- 
sance d’un grand nombre de bactéries par des concentrations de 
3.10-* a 10-2 M de salicylate antagonisée par le pantothénate, est 
considérée comme étant due a l’interférence avec la synthése de 
l’acide o-y-dioxy-@-B-diméthyl-butyrique. A ce sujet, Ivanovics avait 
également noté un antagonisme partie] entre la pantolactone et 
l’acide salicylique. 

Dans nos expériences nous avons employé la d(—) o-;-dioxy- 


6-6-diméthyl-butyrolactone. : 
En tenant compte du poids moléculaire de l’acide pantothé- 


¢ 
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nique = 219, la f-alanine = 89 et la lactone = 130, nous avons 

éludié l’action de chacune de ces substances en les ajoutant simul- 

tanément avec le salicylate de soude a raison de 2,6 mg. par fiole. 
Voici les résultats obtenus aprés trois semaines a 37° : 


Tasieau IV. 


Lactone 
(mg. pour 50 cin’). 

Poids sec 
des bacilles (mg.). 


| 

: 
6-alanine (mg.) | 
Poids sec 
; 

j 


des bacilles (mg.). 


aint mg.) 


p- ee (mg.) 
Poids sec 
des bacilles (mg.). 


De l’examen de ce tableau i] ressort que : 

1° Il y a un antagonisme acide salicylique-pantolactone ; la 
f-alanine n’a pas, dans les conditions de notre élude, d’effet sem- 
blable, ce qui correspond, pour cette derniére substance, a ce 
q. Rng. a vu dans le cas d’Escherichia coli ; 

° Que le bacille tuberculeux peut employer la pantolactone 

comme précurseur pour la synthése de l’acide pantothénique. 

Pour approfondir étude de Vaspect quantitatif de lV antago- 
nisme pantolactone-acide salicylique, nous avons examiné ce phé- 
noméne de réversibilité en fonction du temps par rapport a celui 
obtenu pour lacide pantothénique. Dans ce cas, nous avons 
ajoulé les diverses substances simultanément 4 2,2 mg. de sali- 
cylate de soude par fiole. 


TaBLeac’ Y. 


7 ~ y "I 
JOURS LACTONE @-ALANINE PANTOTHENATE 
aprés , 


’ x. me. 
l'ensemencement 6 mg A mg 


de soude 
10 mg. 
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Ce tableau montre : 

1° Que la pantolactone léve l’action bactériostatique de l’acide 
salicylique ; 

2° Que du point de vue quantitatif il n’y a pas de différence 
notable entre les deux antagonismes : pantolactone-acide  sali- 
cylique, acide pantothénique-acide salicylique ; 

3° Que Ja suppression de l’action inhibitrice de J’acide sali- 
cylique n’est pas totale, comme dans le cas de la vitamine entiére. 


¢) L’ANTAGONISME ACIDE PANTHOTHENIQUE-ACIDE SALICYLIQUE, PAN- 
TOLACTONE-ACIDE SALICYLIQUE EST-IL SPECIFIQUE ? — Nous nous 
sommes demandé si cet antagonisme décrit comme spécifique par 
Ivanovics pour E. coli l’est également dans le cas du bacille tuber- 
culeux, ou si d’autres vitamines et des purines (adénine, guanine) 
ne pourraient avoir une action anti-acide salicylique. 

On sait que dans le domaine des vitamines, Vinet, Meunier et 
Moufrais, se basant sur le fait que l’addition de pantothénate 
de soude « ne suffisait pas a4 rétablir les caractéristiques ciné- 
tiques normales d’une croissance de E. coli affecté par la pré- 
sence de salicylate », ont mis en évidence que le salicylate agis- 
sait également sur la synthése de l’aneurine et en trouvent la 
preuve dans leffet conjugué des deux vitamines. Pour ces 
mémes auteurs, la vilamine K aurait également une certaine 
action. 

Par ailleurs, Markees, étudiant le cas d’une souche de Staphy- 
lococcus aureus, a montré que l’acide ascorbique, ainsi que 
VPacide pimélique, avaient une certaine action anti-salicylique. 
Mais ce méme auteur .a mis en évidence et insiste sur le fait que 
parmi les purines, 4 cété de l’action anti-S. faible de la xanthine 
et de l’adénine, Ja guanine ajoutée seule paralysait totalement 
Vaetion du salicylate et qu’A la concentration de 1/10.000 les 
caractérisliques cinétiques étaient rapidement rétablies. De sorte 
que cet auteur, comme le précédent, écarte Vidée de la spécificité 
de cet antagonisme et pense que le salicylate agit « comme poison 
général d’action inhibitrice agissant sur divers systémes enzy- 
matiques ». 

Nous avons repris cette question dans Je cas du hbacille tuber- 
culeux et nous avons étudié l’action de diverses vitamines seules 
et associées, soit a Ja pantolactone, soit a l’acide pantothénique 
ainsi que les purines adénine et guanine. 


A. RECHERCHE DE L’ACTION D'AUTRES VITAMINES. — Nous avons 
étudié en premier lieu l’action conjuguée de l’acide pantothénique 
et de J’aneurine, ainsi que la pantolactone et de l’aneurine 
ajoutées simultanément avec le salicylate. 

Voici les résultats en fonction du temps. 
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TaBLEAU VI. 


pour 50 GM’ DE MILIEU 


Salicylate de soude 2,2 mg. 


+ 
Pantothénate de soude 10 mg. 


ts 
Aneurine 100 peg. 


Pantolactone 6 meg. 
+ 69 106 216 333 363 3D 
Aneurine 100 pg. 
Pantothénate de soude 10 mg. 405 225 336 374 384 
Témoin non salicylé, 179 301 447 442, 


D’apres l’examen de ce tableau, on voit qu’aprés vingt-quatre 
jours a 37° et aprés addition de 100 pg. d’aneurine, l’aspect 
quantitatif du phénoméne n’est pas complétement rélabli, que 
cette vitamine soit ajoutée a l’acide pantothénique (P) ou a la 
pantolactone (L). L’action conjuguée de P ou L + paramino- 
benzoate de soude employé a doses convenables ne nous a pas 
donné de meilleurs résultats, 

Nous avons constaté par ailleurs, que si on n’ajoule que la’ 
moitié de la dose de salicylate de soude employée précédemment 
pour inhiber la multiplication bactérienne, c’est-d-dire 1,1 mg., 
la croissance n’est pas accélérée par addition de 50 a 100 ug. 
d’acide paraminobenzoique et que la réversibilité n’est pas totale 
par rapport aux témoins non salicylés. 

Nous n’avons pas pu mettre en évidence d'action anti-salicy- 
lique en ajoutant séparément, et 4 des doses convenables, les vita- 
mines suivantes : aneurine, nicotinamide, pyridoxine, pyridoxal, 
acide folique, 2-méthyl-1, 4-naphtohydroquinone, biotine. 


B. Recwercne pe L’AcTION DES PURINES (adénine-guanine). - 
Nous avons ajoulté au milieu de culture et simultanément avec le 
salicylate de soude (ajouté 4 raison de 2,2 mg. et 2,4 mg. par 
fiole dans deux séries d’expériences) des quantités croissantes de 
guanine et d’adénine (20, 50, 100, 200, 500, 1.000, 2.000 pg. 
pour 50 cm® de milieu). Aprés quinze jours et trois semaines a 
’étuve A 387° nous n’avons pas pu constater d’inhibition de 
action de l’acide salicylique lorsque ces corps sont ajoutés 
séparément ou simultanément, mais seuls. 


CROISSANCE DU BACILLE TUBERCULEUX 159 


A ce point de vue le bacille tuberculeux semble se comporter 
différemment du Staphylococcus aureus. 

Dans les conditions expérimentales oti nous opérons et pour 
les substances dont l’action a été examinée, lantagonisme acide 
pantothénique ou pantolactone-acide salicylique semble done étre 
plus spécifique pour le bacille tuberculeux que pour le Staphylo- 
coccus aureus étudié par Markees et pour le colibacille étudié 
par Vinet, Meunier et leurs collaborateurs. 

Des recherches ultérieures nous permettront d’approfondir ce 
probleme. 

1] nous a paru intéressant d’étudier en paralléle, avec l’action 
de l’acide salicylique, celle de ce corps possédant en para la 
fonction NH,, c’est-a-dire l’acide p-aminosalicylique, ce qui per- 
mettrait, par ailleurs, de comprendre la potentialisation de leurs 
actions. 

II. — Acrion DE L’ACIDE p-AMINOSALICYLIQUE. 


On sait que c’est a la suite des travaux de Bernheim et de 
Lehman mettant en évidence que le salicylate de soude stimule 
les échanges respiratoires du bacille tuberculeux, que ce dernier 
a étudié une cinquantaine de dérivés de l’acide benzoique dans 
le but de rechercher une substance possédant des propriétés bac- 
tériostatiques pour le bacille de Koch. La substance la plus active 
s’est trouvée étre l’acide p-aminosalicylique [P. A. S.] (1) ou acide 
4-amino-2-hydroxy-benzoique. Or, cette substance, qui a donné 
lieu A de nombreuses recherches chimiques, bactériologiques et 
cliniques [42], n’est autre qu’un dérivé de l’acide para-amino- 
benzoique (II), c’est-a-dire la vitamine H’ (III), que le bacille 
tuberculeux synthétise. 


COOH COOH ee 
| | 
ie A Vax 
(I) | | (il) | (HI) | | 
ia 
hu, NH, NH, 
Acide Acide speek poe 
-ami icvli -aminobenzoi “2 nyl- 
Meas a eee. kB oe ei 


On pouvait donc se demander si le P.A.S. fonctionnait 
comme antivitamine H’. On sait, par ailleurs, dans cel ordre 
d’idées, d’aprés Diczfalusy et Raoul, que l’acide A-aminosalicy- 
lique n’exerce pas d’action bactériostatique particuliére sur 
Escherichia coli et que la faible action antibactérienne observee 
n’est pas influencée par l’acide p-aminobenzoique, mais qu'il a 
un effet antisulfanilamide (III), effet moins marqué cependant 
que celui de l’acide p-aminobenzoique. Dans le cas du bacille 
tuberculeux, Youmans et ses collaborateurs ont signalé que dans 
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100 cm* de milieu contenant 0,1 mg. d’acide para-amino- 
benzoique (Paba), l’activité bactériostatique du P.A.S. était 
réduite a 1/16 de sa valeur primitive. Nos recherches ont pour 
but d’approfondir l’étude du mécanisme de cette baclériostase et 
de sa spécificité. 

Aprés avoir recherché s'il y avait un phénoméne de stimula- 
tion par l’acide para-aminobenzoique ou une inhibition aux doses 
devant nous servir 4 étude de l’antagonisme P. A. S.-P. A. B., 
nous avons essayé d’étudier, pour trois concentrations différentes 
d’acide para-aminosalicylique, si la présence de quantités crois- 
santes d’acide para-aminobenzoique pouvait neutraliser l’action 
inhibitrice de la croissance du bacille tuberculeux provoquée par 
le premier. Ces résultats sont résumés dans les tableaux ci- 
dessous : 

a) Recherche de V’action du P. A. B. : 


TabBLeau VIL. 


JOURS P.A.B. en pg pour 50 GM® DE MILIEU 

aprés 
l'ensemencement a 5 20 40 60 80 100 150 
ee Cee 28 26 4A 27 23 27 26 34 
PAPE Nee eee 85 96 88 83 90 85 14 HRA 
Dicriwsr, Rian ge A175 200 185 482 ay es 460 it, 162 
OE) SR 236 225 230 220 224 231 2419 
AS hs herpes Oe 304 268 319 3410 320 314 345 392 
1 PAROS Lae eit Pe 389 404 416 346 382 402 404 380 
Se oA ae 444 446 427 465 447 456 AD4 440 
LGR. Tees toh 441 ASA 460 452 460 443 440 452 


Ce tableau nous montre qu il n’y a pas de stimulation ou 
d’inhibition manifeste par l’acide para-aminobenzoique aux taux 
oti nous étudions son action. 

b) Voici les résultats que nous avons observés apres addition 
simultanée d’acide para-aminobenzoique et d’acide para-amino- 
salicylique : 

Premier cas: Apres addition de 50 yg. de P. A. S. par fiole. 


TaBLeau VIII. 


SS 


P.A.B. rour 50 cm? EN pg. 


? i) 20 40 60 80 100 150 


Aprés 144 jours. .... . .| 483 | 487 | 264 | 380 | 413 | 444 | 444 | 449 
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Deustemeicas’ P. ALS. 9 60 ue. 


TABLEAU IX. 
Sr EE ———— 


JOURS P.A.B EN ug. 
aprés 
Vensemencement |p D 20 40 60 80 100 150 
De. ea ee a 8 22 51 42 4A 44 33 
5 Sep rear ee 13 34 4] 46 4) 58 88 70 
9 34 94 80 98 134 442 444 437 
UU ee eae 42 63 89 ao 149 160 180 480 
14 45 72 a 169 186 1:6 236 238 
42 49 87 185 188 215 208 337 319 
14 68 169 250 320 353 422 459 435 
16 412 315 444 465 470 468 465 465 


Troisiéme cas: P. A. S. 100 ug. 


TABLEAU X. 

JOURS P.A.B. EN pg. 

apres 
Jensemencement | 5 20 40 60 89 400 150 

| 
LES See 22 65 65 72 75 83 92 96 
dient, 28 Be 35 44 113 144 457 156 457 457 
Bee ag ot Boo 54 73 128 154 206 230 280 328 
AV STs ed ater 43 112 A5T 204 287 321 352 363 
Deere sca tree ese oat 140 270 282 320 363 463 468 
op PES Ge mes 65 285 323 390 455 44 465 455 
I. — Portons sur un premier graphique les rendements bacil- 


laires et analysons ce qui se passe apres addition simultanée 
4 60 et 100 pg. de P.A.S., 2 et 60 yg. d’acide para-amino- 
benzoique : 

1° L’acide para-aminobenzoique rend possible la croissance 
qui se manifeste par un rendement de la récolte bacillaire d’autant 
plus élevé que le P. A. B. est ajouté en plus grande quantité ;_ 

2° Pour un temps défini (quatorze jours), plus il y ade P. A. 5., 
moins la récolte est élevée ; 

3° L’action du P. A. B. est déja manifeste pour 5 ug. 

II. — En fonction du temps : 

Reportons sur un graphique les rendements bacillaires en fonc- 
tion du temps aprés addition a 60 et 100 pg. de P. A. S., 60 et 
20 pg. de P. A. B. 
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; | 
| 


5 20 40 60 Bo 400 asd 
20 
Nea, Bs 


G raphe si S ANE 


Graphiqes 20 
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Plus les quantités de P. A. S. sont élevées, plus les temps de 
latence de la croissance sont longs pour des quantités égales de 
PB. 

Pour une quantité déterminée de P. A. S., plus on augmente 
les quantités de P. A. B., plus les caractéristiques cinétiques de 
la croissance se rapprochent de celles du témoin. 

L’addition tardive de P. A. B. en quantités croissantes a des 
milieux contenant 100 pg. de P. A. S. et ot les fragments de 
voile ensemencés ont végété pendant huit jours en ne se déve- 
loppant que trés faiblement, a permis de constater les résultats 
suivants aprés quinze jours a l’étuve a 387° : 


TaBLeau XI. 


400 ug. P.A.S. 


P.A.B. BN pg. PouR 50 cms 


(3 semaines) 


1 Poids sec de bacilles en mg. . . 


Il y a une reprise de la reproduction microbienne, mais compa- 
rativement au cas étudié précédemment, c’est-a-dire aprés adjonc- 
tion simultanée de P. A. B. et P. A. S. et aprés un temps déter- 
miné (quinze jours), on obtient des résultats trés inférieurs du 
point de vue du rendement de la récolte bacillaire. 

Devant ces faits qui sont, de prime abord, en faveur de la 
théorie dite du « déplacement » émise par Woods et Fildes [43], 
corroborée par les travaux de Woods [14], Rubbo et Gillespie [45], 
on peut se demander si cet antagonisme P. A. B.-P. A. S. est 
du type sulfamide-P A. B., c’est-a-dire du type « compéuitif » 
comme |’a montré Woods en 1942 sur le colibacille, si l’action 
peut étre rendue réversible par des purines, telles que l’adénine 
et la guanine, c’est-a-dire si, comme le pense Schopfer (16, 17] 
dans le cas des sulfamides, ce n’est pas en derniére analyse le 
déplacement de l’acide P. A. B. qui est Ja cause de Ja stase, mais 
bien la perturbation que ce déplacement détermine dans le méta- 
bolisme des purines et des acides nucléiques, ou si d’autres vita- 
mines ne pourraient agir. 

Cet antagonisme est-il spécifique ? 

1° Nous avons étudié en premier lieu l’action d’autres 
vitamines. 

A. Action de lacide pantothénique. — Nous opérons comme 
précédemment et ajoutons au milieu simultanément des quantités 
croissantes d’acide pantothénique et de P. A. S. 
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Voici les résultats obtenus pour : 
a) P. A. S. : 50 pg. par fiole. 


TasBigau XIL. 


PANTOTHENATE DE SOUDE EN pg. POUR 5) cM* 


TEMPS 
aprés l'ensemencement 


24 jours 


2° P.A.S.: 100 pg. 


Tasteau XIII. 


PANTOTHENATE DE SOUDE EN p& POUR 50 GMS 
TEMPS 


aprés l’ensemencemen| 
1.060 | 2.000 


42 jours . ear 4 10 
RAN OUTS yn yee 346 8: 270 
ART OUN So... wee ee ; g i 380 340 


L’examen de ces deux tableaux montre quaprés addition 
acide pantothénique il y a un déblocage de l’action inhibitrice 
du P.A.S. 

Ikn comparant ces résultats avec ceux du premier tableau de 
ce travail, il ne semble pas qu’on puisse altribuer complétement 
cetle action 4 une stimulation de Ja croissance, élant donné que 
Yaction anti-P. A. S. est déja obtenue pour des quantités ot il 
n'y a pas de stimulation trés forte de Ja croissance et que l’acide 
pantothénique agit comme stimulant de croissance et comme 
anli-P, A. S. 

Dans une aulre série d’expériences, nous avons étudié l’action 
conjuguée de acide para-aminobenzoique et d’acide pantothé- 
nique. 

Voici les résultats observés aprés quatorze jours i 37°. 

Comparativement aux tableaux précédents, ce tableau confirme 
action anti-P. A. S. de Vacide pantothénique et montre une 
synergie d’action anti-P. A. S. des deux vitamines conjuguées. 

Devant ces résultats, on peut se demander si un des consti- 
tuants, soit la @-alanine, soit la pantolactone seule, peul avoir une 
action anti-P. A. S. Des recherches ullérieures nous renseigneront 
sur ce point. 
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Tapieau XIV. 


POUR 50 CM’ DE MILIEU PA. S. | P.A.S. | P.A.S P.A.S 
30 pe 79 pe. 100 pg 150 pe 
th Deka aS A (ay | 105 66 42 28 ) 
+ 10 mg. pantothénate de soude.. . . 256 | 260 437 110 
+ 10 mg. pantothémate de soude + | 
SOE OUD AS Bia Wer ice ME as, yin Eg 399 431 391 270 


EE 


B. Nous avons examiné, en second lieu, l’action de la biotine 
aprés blocage faible de la croissance par 60 yg. de P. A. S. 

Voici les résultats obtenus (moyenne pour chaque résultat des 
poids récollés sur 5 fioles) aprés quatorze jours de croissance. 


TABLEAU XV. 


| BIOTINE EN pg. POUR 50 CM® 


T 0,005 | 0,01 | 0,05 | 0,1 0,5 1 4 


Poids sec des bacilles en pg.| 122 | 176 | 238 | 198 | 249 | 276 | 274 | 245 


La biotine semble avoir une certaine action antagoniste. Mais 
par blocage de la croissance par des doses plus élevées de P. A. S., 
nous avons constaté que cet effet est nettement moins accentué et 
on peut se demander si, dans le premier cas, il ne s’agit pas d’une 
stimulation de la croissance plutét que d’une interférence spéci- 
fique. Des recherches complémentaires sont nécessaires pour 
éclaicir cette question. 

Pour ce qui est d’autres vitamines ajoutées 4 doses convenables 
au milieu de culture, 4 savoir : acide folique, aneurine, lactofla- 
vine, amide nicotinique, et 2-méthyl-S, 4-naphtohydroquinone, 
nous n’avons pas pu constater d’action anti-P. A. S. 

2° Recherche de l’action des purines. — Aprés avoir ajouté la 
guanine et l’adénine séparément et simultanément, mais seule 
(sans P. A. B., méthionine, biotine) au milieu de culture et aux 
mémes taux que ceux indiqués dans le cas de l'étude de |’action 
de l’acide salicylique, nous n’avons pas pu mettre en évidence 
une suppression de l’action de ce dernier. 

En résumé, cette étude met en évidence, pour le bacille tuber- 
euleux et dans les conditions expérimentales ot! nous nous 
sommes placé, un antagonisme acide para-aminobenzoique-acide 
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para-aminosalicylique, mais, d’aprés notre élude, cet antagonisme 
ne s'est pas révélé comme spécilique, élant donné que lacide pan- 
tothénique est capable de débloquer l’action inhibitrice du P. A. 33 

En conclusion : L’acide pantothénique stimule la croissance du 
bacille tuberculeux B. K bovin-souche Vallée et est antagoniste de 
action tuberculostatique de l’acide salicylique ; ce méme anta- 
gonisme est obtenu avec la pantolactone. Comme Vacide p-amino-: 
benzoique, qui, dans nos conditions expérimentales supprime 
l’effet inhibiteur de l’acide p-aminosalicylique sur la croissance 
du bacille tuberculeux, il peut jouer un role anlagoniste de 
celle action inhibitrice. 

Nous sommes redevables pour les diverses vitamines utilisées 
aux Etablissements scientifiques Hoffmann-La Roche, que nous 
remercions cl. 
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ACTION DE LA PENICILLINE 
SUR LE POTENTIEL D'OXYDO-REDUCTION 
DES CULTURES MICROBIENNES 
DE STAPHYLOCOQUE DORE 


par E. DROUHET (). 


(Institut Pasteur. 
Service de Physiologie végétale et de Mycologie.) 


Etant donné que nous n’avons, a notre connaissance, aucune 
étude quantitative précise de l’action de la pénicilline sur le 
potentiel d’oxydo-réduction des cultures microbiennes, il nous 
a semblé intéressant de faire cette étude sur le Staphylocoque 
doré. 


Tecuniove. — Pour la mesure du potentiel d’oxydo-réduction 
des cultures microbiennes, on a_ utilisé la méthode électro- 
métrique (potentiométre de Jouan). Les différences de potentiel 
ont été mesurées aux bornes de deux demi-cléments constitués, 
d’une part, par une électrode au calomel, d’autre part, par une 
électrode de platine plongée dans le milieu de culture étudié. On 
a suivi la technique de Gallut (1) [7] modifiée : des fioles de 
Fourneau sont fermées par un gros bouchon de caoutchouec qui 
laisse passage : 1° 4 deux électrodes formées d’un fil de platine 
brillant, soudé au fond d’un tube de verre rempli de mercure pour 
la connexion électrique ; 2° au tube de verre agencé de facon a 
permettre l’ensemencement du milieu et le passage d’azote par 
barbotage pour les expériences en anaérobiose ; 3° au pont de 
gélose au KC] saturé pour la jonction avec |’électrode au calomel. 
Pour simplifier les difficultés de manipulation du pont de gélose 
dans les derniéres séries d’expériences, nous l’avons remplacé 
par une colonne de bourre d’amiante imbibée de KCl saturé 
solidaire avec |’électrode au calomel. Comme électrodes de platine 
on a utilisé des fils droits décapés par HCl, puis lavés a l’eau 


(*) Société Francaise de Microbiologie. Séance du 1% juillet 1948. 
(1) Nous tenons a remercier ici M. le D® Gallut, pour ses judicieux 
conseils techniques. 
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distillée. Avant l’emploi, on a toujours eu soin de contréler les 
électrodes les unes par rapport aux autres, pour avoir des 
mesures concordantes. 

Les valeurs de potentiel sont exprimées en Eh (potentiel 
rapporté a l’électrode a l’hydrogéne), celui-ci étant obtenu par 
la somme algébrique du _ potentiel de l’électrode au calomel 
(E = 236 mv a 37°C) et du potentiel (E mes) qui peut étre 
positif ou négatif. 

Le milieu de culture employé a été toujours le bouillon 
ordinaire 4 un pH variant entre 7-7,3 a des volumes de 50 cm? 
ou de 200 cm*. Avant l’ensemencement, les fioles sont maintenues 
a 37°C pendant vingt-quatre heures pour le contréle de la 
stérilité et pour la stabilisation d’une éventuelle variation du Eh. 

Pour l’étude en anaérobiose, on a fait, immédiatement aprés 
Pautoclavage ou aprés la régénération du milieu par ébullition, 
un passage pendant une demi-heure de N, commercial, purifié 
des traces d’oxygéne par passage sur cuivre chauffé au rouge. 
Aprés avoir chassé ainsi tout |’air contenu, on paraffine bien les 
fioles. 

Nous nous sommes servi d’une culture de Staphylocoque doré, 
Agée de dix-huit a vingt-quatre heures dans 10 cm® de bouillon 
ordinaire. L’inoculum a été de 0,5 cm?. 

Parallélement 4 la mesure du Eh, on a pris le pH soit par la 
méthode colorimétrique, soit par la méthode potentiométrique. 
Chaque série d’expériences comportait des mesures de 6 4 
8 échantillons. Nous avons fait ultérieurement des contrdles par 
Venregistrement continu de Eh et de pH, mesures réalisées 
grace 4 l’appareillage d’enregistrement automatique du potentie! 
d’oxydo-réduction et du pH de A. Képes [16]. 

L’opacité des cultures microbiennes a été mesurée paralléle- 
ment dans d’autres fioles, dans des conditions identiques avec 
I’électrophotométre de Meunier (écran jaune). 

La pénicilline utilisée a été la pénicilline G cristallisée. 


Résuttats. — 1° Les courbes du potentiel d’oxydo-réduction 
des cultures témoins de staphylocoque doré dans le bouillon 
ordinaire aérobie correspondent en général aux courbes décrites 
par Hewit [10] : le potentiel initial (en moyenne de + 300 a 
350 millivolts) commence a descendre au bout d’un temps de 
latence de deux a trois heures, pour atteindre — 50, — 80 milli- 
volts au bout de dix A douze heures et se maintient ensuite a un 
niveau constant (courbe 1, fig. 1). 

Le méme milieu désaéré par ébullition et par passage d’azote 
purifié pendant une demi-heure posséde un Eh abaissé de 80 
4 100 millivolts (potentiel initial : environ 240 millivolts). Cette 
variation, trouvée aprés passage d’azote, concorde avec les 
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résultats de Boyd et Reed [2]. Le potentiel des cultures de Staphy- 
locoque en bouillon désaéré atteint en quatorze-quinze heures 
environ —100 mv. La chute du potentiel est un peu plus 
lente en milieu désaéré, mais le potentiel descend un peu plus 
bas qu’en milieu aérobie (courbe 1, fig. 2). 

2° En ajoutant de la pénicilline (0,25 U. O., 0,50 U. O. et 
1 U. O. par centimétre cube) en méme lemps que Vinoculum de 
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Fic. 4. — Evolution du Eh en milieu aérobie, ensemencé avec 0,5 cm* de cul- 
ture de Staphylocoque (courbes 4, 2, 3, 4). Courbes respectives de croissance 
seess) ot de pli (----). La fléche indique le moment ot l’on ajoute la péni- 
cilline (0,50 U.O. par centimétre cube dans 2, 0,25 U. 0. par centimétre cube 
dans 3 et 4). 1 est le témoin. 


staphylocoques, on n’obtient aucune modification appréciable du 
potentiel initial qui se maintient constant. 

En ajoutant de la pénicilline (0,25 U. O., 0,5 U. O., 1 U. O., 
2 U. O. par centimétre cube) aprés quatre, cing ou six heures 
incubation, quand les cultures sont troubles méme a J’ceil nu, 
le potentiel qui avait commencé a descendre pendant la mulli- 
plication active des germes continue A descendre pendant une 
durée d’autant plus courte que la dose de pénicilline ajoutée est 
plus forte ; puis il remonte dés que la lyse commence et atteint, 
quand la lyse est complete, sa méme valeur initiale. L’allure des 
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modifications est semblable en milieu aérobie et en milicu 
anaérobie, 

Le pH mesuré parallélement diminue aussi sa chute vers 
Pacidité, mais ensuite se maintient A un niveau constant. 

En ajoutant de la pénicilline (1, 2, 5 U. O. par centimetre cube) 
apres vingt-quatre heures de culture, on n’obtient aucune modi- 
fication sur les courbes de potentiel tant en milieu aérobie qu’en 


£h 
MV 
+500 
200 
+200 
150 g 
+/00 QW 
Ww 
SS 
R) 
(Coe 
S$ 
50 
4) 
temps enheures 
Fic. 2. — Evolution du Eh en milieu anaérobie (1, 2, 3, 4); en milieu aérobie 


(a); ensemencement 0,5 cm’ de culture de Staphylocoque. Courbes respec- 
tives de croissance (4', 2', 3’). Courbe 4: témoin, La fléche indique le moment 
ot l’on ajoute la pénicilline : 0,50 U.O. par centimétre cube dans 2, 0,25 cm* 
dans 3 et 4. 


milieu anaérobie, pas plus que sur les courbes photomé- 
triques. 


DiscussIoN ET INTERPRETATION DES RESULTATS. — Avant 
d’essayer d’interpréter nos résultats, i] faut mentionner que le 
potentiel d’oxydo-réduction d’une suspension cellulaire est celui 
du milieu dans lequel la cellule est suspendue (Michaelis) [45]. 
Les déterminations en Eh sont utilisées pour mesurer le niveau 
de réduction du milieu de culture. En effet, Yudkin [49] .a démontré, 
au moyen de sacs de collodion protégeant les électrodes du 
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contact des cellules bactériennes, que ce sont les substances 
diffusables libérées par l’action bactérienne qui déterminent le Eh. 
Il faut done admettre avec Aubel, Rosenberg et Grunberg [4] que, 
jusqu’ici, nous n’avons aucune indication en ce qui concerne le 
potentiel de l’intérieur méme de la bactérie. ats 

De nos expériences, il résulte que l’action de la pénicilline 
influence le potentiel d’oxydo-réduction pendant sa chute vers des 
valeurs négatives, chute qui correspond a la phase de multipli- 
cation active des germes. L’arrét de cette chute et l’ascension du 
potentiel au niveau initial sont d’autant plus rapides que la concen- 
tration de la pénicilline ajoutée est plus grande et que le moment 
auquel on l’ajoute est plus précoce ; l’allure des courbes de Eh 
ressemble aux courbes de croissance inverses des germes. L’addi- 
tion de la pénicilline, méme a fortes concentrations, sur des cultures 
de Staphylocoque aprés la phase de multiplication, n’a aucune 
action sur le potentiel d’oxydo-réduclion, de méme que sur la 
courbe de croissance et sur utilisation d’oxygéne (Chain et 
et Duthie) [3]. 

La remontée du potenticl sous l’action de la pénicilline a été 
notée par Dufrenoy et Pratt [6, 47], mais leurs travaux ont été 
faits avec des colorants et ne fournissent pas les mesures quan- 
titatives du phénoméne. Les modifications de potentiel sous 
action lytique de la pénicilline sont & rapprocher dans une 
certaine mesure, des modifications observées sur le Staphylocoque 
par Hewit [40], Clifton [4], sur le Colibacille et le B. dysentérique 
(Hewitt) [42] sous Vinfluence du Bactériophage, sur l’autolyse du 
Pneumocoque et sur la lyse du Micrococcus lysodeikticus par le 
lysozyme [44]. Dans ce dernier cas, il y a un phénoméne inter- 
médiaire de chute de Eh attribué par Hewitt & une augmentation 
d’activité catalasique, par Dorfman [5] a une simple alcalinisation 
de milieu. Du fait méme que plusieurs agents lyliques provoquent 
une remontée de potentiel semblable, il est difficile de tirer des 
conclusions précises, comme l’ont essayé Dufrenoy et Pratt, 
concernant le point d’attaque de l’antibiotique sur le mécanisme 
enzymatique du microbe. D’aprés ces auteurs, la pénicilline 
inhiberait des déshydrogénases par un mécanisme portant sur la 
mobilisation des groupes — SH. Pour Gros et Machebceuf [8] 
la pénicilline agit sur Dutilisation des mononucléotides et ralentit 
de ce fait le catabolisme de l’acide ribonucléique. Par blocage du 
métabolisme des nucléotides, cofacteurs de nombreuses déshy- 
drogénases [48], il y aurait un ralentissement dans l’activité de 
ces enzymes [9]. Mais il faut noter que pendant la lyse pénicil- 
linique, par simple dilution des cofacteurs et des enzymes diffu- 
sibles dans le milieu, certains enzymes déshydrasiques peuvent 
se trouver inhibés totalement sans évoquer une inhibition spé- 
cifique par la pénicilline, comme il a été observé dans le cas 
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d’agents lytiques tensio-actifs (Hotchkiss) [44]. Ainsi, le mécanisme 
intime des modifications de Eh observées nous échappe a l’heure 
actuelle et nous tacherons, dans des recherches ultérieures, de 
’approfondir. La question est complexe parce que le Eh obtenu 
est une valeur globale, une résultante d’un grand nombre de 
systemes oxydo-réducteurs qui ne sont pas a l'état d’équilibre 
pendant la croissance, mais au contraire subissent une évolution 
continue, qui change constamment la concentration d’un certain 
nombre de leurs constituants. 

Nous tenons a adresser ici nos plus sincéres remerciements A 
MM. les professeurs Magrou et Rapkine, chefs de service a 
l'Institut Pasteur, pour l’appui qu’ils ont bien voulu nous apporter 
dans nos travaux et l’intérét qu’ils nous ont témoigné au cours 
de ces recherches. 
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ACTION DE LA STREPTOMYCINE 
SUR LE POTENTIEL D’'OXYDO-REDUCTION 
DES CULTURES MICROBIENNES 
DE STAPHYLOCOQUE DORE 


par E. DROUHET et A. KEPES (*). 


(Institut Pasteur. Service de physiologie végétale 
et de Mycologie et Service des Fermentations.) 


F. Mulé [4, 2], supposant que l’action des antibiotiques est en 
relation avec les ions H et Ja variation de potentiel d’oxydo- 
réduction, a étudié l’action de la streptomycine sur le Eh du 
Bacille typhique [3]. Il a montré schématiquement que la strep- 
tomycine ajoulée a diverses concentrations au début de la chute 
de Eh de la culture microbienne, arréte nettement cette chute et, 
aprés un temps variable, fait remonter le Eh vers le niveau initial. 

Il nous a semblé intéressant, aprés avoir étudié [4] l’action de 
la pénicilline sur le Eh des cultures de Staphylocoque doré, de 
faire une étude précise des modifications du Eh par lenre- 
g.strement continu de Eh et pH décrit par Képes [5]. Les cultures 
de Staphylocoque ont été faites en bouillon ordinaire non tam- 
ponné a pH 7, en anaérobiose obtenue par passage de N, purifié 
(les détails de technique sont donnés dans la note précédente). 
L’appareillage d’enregistrement continu de Eh a permis d’obtenir 
ainsi 6 courbes qui permettent de faire des témoins dans des 
conditions identiques. Parallélement, on a mesuré par intervalles, 
dans des fioles séparées, dans les mémes conditions d’expérience, 
lopacité des cultures et on a exploré par repiquages en gélose 
et bouillon, la vitalité des germes a la fin de l’expérience. 


AESULTATS. 


1° En ajoutant en méme temps que l’inoculum (0,5 cm® d’une 
culture de vingt-quatre heures) la streptomycine, on n’a pas de 


variation de Eh (10 y a été la dose bactériostatique pour le Sta- 
phylocoque utilisé). 


(*) Société Francaise de Microbiologie. Séance du 1% juillet 1948. 
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2° En ajoutant la streptomycine (500 y) dés que la multipli- 
eation exponentielle des germes commence et quand le Eh 
commence a évoluer vers des valeurs plus basses (trois 4 quatre 
heures), on a une trés faible descente de potentiel de 40 mv. par 
exemple (fig. 1, courbe b), puis stabilisation a ce niveau. La 
croissance des germes a une allure semblable en sens inverse. 
_ 3° Ajoutant la streptomycine a la cinquiéme, sixiéme, septiéme 
heure de l’incubation, en pleine période de multiplication, il faut 
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Fic. 1. — Les courbes a, b, c représentent le Eh du milieu en anaérobiose ense- 


m encé avec 0,5 cm* de culture de Staphylocoque. Les courbes A, B, C repré- 
sen tent les courbes de croissance respectives de a, 6,c. La courbe aest letémoin, 
La fleche indique le moment ov 1’on ajoute la streptomycine (y par centimétre 
cube). 


des quantités plus appréciables d’antibiotique pour obtenir le 
ralentissement de la croissance des germes et la bactériostase. 
Le potentiel, aprés avoir continué sa descente un certain temps, 
qui dépend de la quantité de streptomycine ajoutée, ralentit sa 
chute pour se maintenir en plateau quatre, six, huit heures, 
suivant les expériences, ensuite il commence a4 remonter de 
100-150 mv. en général, sans atteindre |’Eh initial. La nécessité 
d’ajouter des quantités importantes de streptomycine en compa- 
raison avec les quantités réduites de pénicilline, pour obtenir un 
effet bactériostatique et bactéricide tient probablement aux 
conditions du milieu anaérobie, la présence de substances réduc- 
trices ayant un effet inhibiteur sur la streptomycine (Geiger, 
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Green, Waksman (6]), ainsi que l’acidité plus manifeste du milieu 
qui, de pH 7, alteint 6,5 en douze heures et 6,2 en dix-huit 
heures [7]; d’autre part, a ce slade, la concentration des germes 
est considérable (Linz [8)). 

4° Plus l’addition de streptomycine est tardive, plus la 
remontée de potentiel est tardive. 

Sur des cultures de plus de dix-huit heures, l’addition de la 
streptomycine ne modifie pas les valeurs constantes de Eh si la 
quantité de streptomycine n’est pas bactéricide (plus de 1.000 
par centimetre cube) [repiquage posiltif], mais elle est suivie de 
la remontée de 100 mv. du potentiel si elle est bactéricide (repi- 
quage négatif), comme dans la courbe 2, fig. 2. 
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Fro. 2, — Evolution du Eh en atmosphére d’azote en bouillon ordinaire ense- 


mencé avec du Staphylocoque (courbes 4, 2); évolution du pH de la 
courbe 1 (courbe 4! en pointillé); la fleche indique le moment ot l'on ajoute 
la slrept»mycine (y par centimétre cube). —, repiquages négatifs; +, repi- 
quages positifs. 


CONCLUSION. 


Tandis que l’action de la pénicilline, ajoutée a différentes 
périodes de la multiplication active des germes, est de ralentir 
la chute du Eh vers les valeurs négatives pendant la période 
bactériostatique et de la remonter dés que la lyse commence, 
avec la streplomycine on a un maintien en plateau pendant la 
phase bactériostatique suivi ensuite de la remontée du potentiel ; 
cette remontée n’atteint pas en général les valeurs initiales, 
comme dans le cas de la pénicilline. 

Avec la pénicilline on n’obtient pas la remontée du Eh si elle 
est ajoutée aprés la multiplication ; au contraire, avec la strep- 
tomycine, on obtient une remontée tardive, si la streptomycine 
est en quantité suffisante pour é@tre bactéricide, 

{1 semble done que les changements observés dans 1’évolution 
des courbes de Eh et de pH soient en relation avec les change. 
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ments dans l’état de la culture soumise a l’effet des antibiotiques. 

C’est ainsi qu’une chute de Eh semble correspondre a une 
croissance active du germe, l’arrét de cette chute a la bacté- 
riostase, la remontée a la destruction métaboliqué du germe. 
Les diverses modalités de cette remontée sont en rapport avec 
la différence de l’action des antibiotiques. La lyse provoquée par 
la pénicilline fait remonter le potentiel & son niveau de départ, 
alors que la streptomycine, qui ne provoque pas de lyse, 
n’oecasionne qu’une remontée modérée de Eh. Cette remontée 
tardive de potentiel semble correspondre aux modifications de 
perméabilité décrites 4 ce stade (Levaditi) [9]. 

Il se dégage de ces expériences que l'étude des potentiels 
d’oxydo-réduction est d’un grand intérét dans les problémes en 
rapport avec le mode d’action des antibiotiques. La technique 
d’enregistrement permet de saisir le déroulement des différentes 
phases de cette action et décéle non seulement des différences 
chronologiques entre l’action de la pénicilline et de la strepto- 
mycine dans le cas de nos expériences, mais aussi la différence 
de nature de l’action de ces deux antibiotiques. 
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COMMUNICATIONS 


L’ACTIVITE HEMOLYTIQUE ET COAGULANTE 
DES STAPHYLOCOQUES ISOLES 
A PARTIR DES INFECTIONS HUMAINES OU ANIMALES 


par N. STAMATIN, M™ A. TACU et D. MARICA. 


Les hémolysines mises en liberté par différentes souches de staphy- 
locoques n’ont pas la méme activité vis-i-vis des globules rouges du 
lapin et du mouton. Les hémolysines alpha lysent les globules rouges 
du lapin, tandis que les hémolysines béta détruisent ceux du mouton. 
A cdté des souches qui sécrétent soit des hémolysines alpha, soit des 
hémolysines béta, il y a des souches qui, dans des conditions conve- 
nables de culture, mettent en liberté les deux principes toxiques Aa 
la fois. En examinant de ce point de vue plusieurs souches de staphy- 
locoque, nous avons constaté des différences assez nettles’ entre les 
souches provenant des infections humaines par rapport a celles isolées 
des infections animales, surtout de la mammite gangréneuse de la 
brebis. De méme les souches d’origine humaine se distinguent de 
celles provenant des infections animales par leur activité coagulante 
vis-i-vis du plasma citraté des diverses espéces animales. Nous pensons 
que ces différences peuvent servir A identifier ]’origine d’une souche 
et done d’une infection. Nous présentons dans cette note les résultats 
fournis par l’examen de 25 souches. 

Technique. — Les staphylocoques, en vue d’obtenir une toxine 
active, sont ensemencés sur une gélose semi-solide et les bottes ense- 
mencées sont ensuite incubées pendant quarante-huit heures A 37?, 
dans une atmosphére riche en bioxyde de carbone : 20 A 25 p. 100. 
Le pouvoir hémolytique est déterminé en mélangeant des quantités 


décroissantes de toxine avec un méme yolume d’une suspension de 
globules rouges. 
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Pour préciser le pouvoir coagulant de nos souches, nous avons ense- 
mencé dans 1 cm? de plasma citraté 4 1 p. 100, 0,2 cm* d’une culture 
en bouillon de vingt-quatre heures a l’étuve. Les tubes sont ensuite 
portés pendant quelques heures A l’étuve, puis 4 la température de 
la chambre. La lecture des résultats est faite le plus souvent possible, 
d’heure en heure dans les six premiéres heures. 

Résultats. — Nous avons résumé dans un tableau les résultats de 
nos essais. La lecture de ce tableau montre que les souches humaines 
coagulent aprés un long contact le plasma de mouton et surtout le 
plasma de boeuf. Ce dernier n’est pas coagulé par certaines souches, 
méme aprés trois jours de contact. Au contraire, les souches d'origine 
animale sont trés actives sur le plasma de mouton ainsi que sur celui 
du beeuf. Vis-a-vis du plasma du lapin, on ne constate pas de diffé- 
rences entre les deux sortes de souches. 

Pour déterminer l’origine d’une souche, nous l’ensemencons sur 
du plasma de boeuf. Toutes les souches d'origine animale coagulent 
trés vite ce plasma, une A quatre heures. Aucune souche d’origine 
humaine ne modifie la fluidité initiale du plasma de boeuf avant 
trente heures. Mais il faut noter qu’on n’obtient pas de tels résultats 
avec le plasma de tous les bovidés. Certains individus fournissent un 
plasma qui se comporte d’une maniére incohérente et c’est pour cette 
raison qu’il est nécessaire d’examiner le plasma qu’on veut utiliser 
avec des souches d’activité connue. 

La toxine obtenue de souches humaines que nous avons étudiée 
contient des hémolysines du type alpha, tandis que celle provenant 
des souches animales, sauf une seule exception, en contient du type 
béta. En régle générale Ies hémolysines des souches humaines sont 
plus actives pour les globules rouges du lapin que pour ceux du 
mouton et, au contraire, celles des souches d’origine animale sont 
plus actives pour les globules rouges du mouton que pour ceux du 
lapin. 

Conclusions. — Nos recherches faites sur 25 souches de staphylo- 
coques pathogénes montrent que les souches humaines se distinguent 
des souches qu’on isole des infections animales. En effet, ces der- 
niéres, en opposition avec les premiéres, coagulent vite le plasma 
citraté du mouton et du boeuf et fournissent une toxine généralement 
plus active pour les globules rouges du mouton que pour ceux du 
lapin. Il semble donc que les infections staphylococciques humaines 
d'origine animale et vice versa, bien que possibles, sont rares. 


(Institut Pasteur de Buecarest, Roumanie.) 


M. Mercier : Le fait intéressant que nous retiendrons du travail de 
M. Stamatin et coll. est la coagulation rapide du plasma des bovidés par 
les staphylocoques pathogénes d'origine animale, caractére qui les diffé- 
rencierait des germes d'origine humaine. I] semble toutefois que cette 
étude devrait étre poursuivie en examinant un plus grand nombre de sou- 
ches (11 seulement ont été étudiées dans ce travail). 
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PRESENCE DE GERMES 
DOUES D’ACTIVITE ANTIBIOTIQUE 
DANS L’INSTESTIN DU BETAIL 


par Gunnar FISCHER et Gésta VAHLNE. 


Le B. coli se trouve généralement en grande quantité dans l’intestin 
et la partie supérieure du célon du bétail, tandis que l’on n’en trouve 
que trés peu dans le rectum. Une réduction considérable des B. coli 
a donc eu lieu au cours de la traversée de l’intestin. Nous avons pu 
isoler du contenu du rectum plusieurs souches de bacilles aérobies et 
sporulés, du type subtilis. Environ 50 p. 100 de ces souches montrent 
un effet antibiotique extraordinaire envers B. coli. Comme compa- 
raison, nous pouvons mentionner que les bacilles aérobies sporulés, 
que nous avons isolés de l’eau d’égout ne manifestent cette propriété 
que dans 5 p. 100 des souches. 

En outre, nous avons isolé du contenu du rectum un coccus pre- 
nant le Gram, qui pousse en colonies transparentes d’environ 0,3 mm 
de diamétre sur gélose. Ce coccus mesure de 0,9 a 1,3 yp et se trouve 
en formation trés irréguliére dans les préparations faites de cultures 
sur gélose et dans le bouillon. I] manifeste un pouvoir inhibiteur trés 
puissant envers B. coli. Il semble donc que le germe aérobie sporulé, 
ainsi que le coccus ci-dessus mentionné, aient une influence évidente 
sur la diminution du B. coli dans l’intestin. Ce coccus a d’ailleurs 
un effet antibiotique, méme contre les staphylocoques et les bacilles 
du groupe des Salmonelles. Nous tentons maintenant d’isoler la sub- 
stance antibiotique. 


(Institut d’Hygiéne de Karolinska Institut, Slockholm.) 


NOUVEAU CAS DE SEPTICEMIE 
A SPHEROPHORUS PSEUDONECROPHORUS 


par P. TARDIEUX et A. NABONNE. 


En 1927 Harris et Brown (1) avaient isolé dans certaines formes 
d’infection puerpérale de la femme un anaérobie strict trés patho 
géne, voisin de Spherophorus necrophorus, qu’ils nommeérent Acti- 
nomyces pseudonecrophorus. En 1938, Prévot a reconnu le véritable 
genre de cette espéce, qui est Spherophorus, et en a précisé les carac- 
téres déterminatifs. Récemment, Robin (2), dans le Service des Anaé- 


(1) Harris et Brown, 1927, cité par Prévot. Manuel de Classification des 
anaérobies, 2¢ édition, 1948, 232. 
(2) L.-A. Rosin, Ces Annales, 1948, 74, 258. 
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robies de l'Institut Pasteur, a isolé la premiére souche frangaise de 
cette espéce relativement rare, dans un cas de phlegmon du cou chez 
une femme. Il en a complété 1]’étude, en particulier les caractéres 
culturaux et biochimiques, ainsi que le pouvoir pathogéne expéri- 
mental. 

Nous avons isolé nous-mémes une deuxiéme souche francaise de ce 
germe dans un cas de septicémie grave chez une jeune fille de dix- 
sept ans, qui apres une période fébrile de huit jours, se présentant 
comme un état grippal avec angine, développa brusquement une tumé- 
faction temporo-maxillaire gauche douloureuse, un foyer pulmonaire 
congestif de la base gauche et une fiévre de 39°C. L’hémoculture 
pratiquée le neuviéme jour reste négative en aérobiose et est positive 
en anaérobiose. La pénicillinothérapie intensive (14 millions d’unités 
en tout) amena une chute lentement progressive de la température 
et aprés un épisode pleural une amélioration générale et l’apyrexie. 

Le germe anaérobie en cause était a l’état pur dans les cultures 
d’isolement, ot, au début, il ne put croitre qu’avec addition de sérum 
frais inactivé. Puis il s’adapta aux milieux sans sérum et put étre 
étudié facilement. 

La morphologie est typiquement celle des Spherophorus. Les carac- 
téres culturaux sont ceux de Sph. pseudonecrophorus dont le point 
capital est la non-coagulation du lait et la non fermentation du lac- 
tose. Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites ; il produit de l’indol, 


Cette souche était pathogéne pour le lapin : l’injection de 2 cm’ 
de culture dans la veine amena la mort en vingt-quatre heures. A 
l’autopsie, nombreux abcés miliaires du foie et de la rate, d’ow l’on 
isole facilement le germe a l'état pur. Les poumons sont conges- 
tionnés, mais ne présentent pas de métastase. Reins normaux, viscéres 
non lésés. 

Cette souche était également pathogéne pour le cobaye : l’injection 
de 1 cm* de culture provoqua chez cet animal un abcés local 4 pus 
grumeleux et A parois nécrotiques. Aprés la mort, survenue au 
dixiéme jour, l’autopsie montre de nombreux abcés viscéraux, en par- 
ticulier dans les poumons, le foie et la rate. Cet anaérobie ne secréte 
pas d’hémolysine soluble pour les hématies de cobaye, de lapin, de 
mouton et d’homme. Toutefois, en gélose profonde au sang humain, 
il produit un léger éclaircissement autour des colonies. 

Eu égard aux trés légéres différences qu’il présente avec l’espéce- 
type, nous le considérons comme une variété nouvelle 4 type fermen- 
taire propionique (au lieu de propionique-butyrique) et donnant une 
zone d’éclaircissement de la gélose au sang. 

Le diagnostic différentiel avec les espéces Sph. funduliformis et 
Sph. necrophorus est aisé, puisque celles-ci coagulent le lait et sont 
nettement hémolytiques. Il est nécessaire de savoir que dans les septi- 
cémies anaérobies ot on isole un Spherophorus il peut s’agir d’especes 
autres que Sph, funduliformis, bien que le tableau clinique de la 
maladie se rapproche beaucoup : angine nécrotique, état infectieux et 
fébrile intense, métastases purulentes multiples. Rapprochant cette 
observation de celle de Robin, nous voyons que la métastase prin- 
cipale siégeait dans les deux cas sur le territoire de la jugulaire 
(phlegmon du cou dans le cas de Robin, phlegmon temporo-maxil- 
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laire dans notre cas) et qu’ainsi le mode de propagation de |’infection 
est le méme que celui qui a été mis en évidence par Lemierre et 
Reilly pour Sph. funduliformis : Vessaimage du caillot septique de la 
thrombophlébite de la jugulaire aprés angine nécrotique. 

Signalons que, dans les cas de Harris et Brown, Vorigine du germe 
fut toujours génitale (fiévres puerpérales) et que dans ces 2 cas fran- 
cais, cette étiologie pouvait étre éliminée avec certitude. Dans le cas 
actuel, on ne pouvait pas incriminer non plus l’angine a frigore sur- 
venant aprés bain froid prolongé comme dans la plupart des  septi- 
cémies 4 Sph. funduliformis. 

Il s’agirait donc ici d’une origine endogéne cryptique, comme par 
exemple un foyer apexien méconnu. 


Unstitut Pasteur, Service des Anaérobies.) 


SUR LA STANDARDISATION 
DES METHODES DE DOSAGES ET DE CONTROLES 
DE L’ANATOXINE STAPHYLOCOCCIQUE 


par P. MERCIER et J. PILLET. 


Depuis 1934, sur rapport de P. Hartley et M. Llewellyn Smith (1), 
un étalon international d’antitoxine staphylococcique g a été adopté 
par la Commission Permanente de Standardisation Biologique de la 
Société des Nations, et ce sérum standard, dont la nécessité s’imposail 
pour titrer toxines et anatoxines, a donné des résultats satisfaisants, 
bien que, dans certains cas, on ait pu noter des variations du titre 
d’un méme échantillon de sérum antistaphylococcique, selon la tech- 
nique de dosage utilisée pour le comparer au sérum international. 

Les recherches de Llewellyn Smith (2) ont mis en lumiére les raisons 
de ces anomalies et ont permis de produire un nouvel étalon inter- 
national pour le sérum antitoxique g, titrant 20 unités au centimétre 
cube, avec lequel le titrage des toxines, des sérums et des anatoxines 
peut s’effectuer d’une maniére trés précise (3). 

Toutefois, il nous semble que l’appréciation du titre toxique, en 
fonction d’une hémolyse partielle — de 20 4 50 p. 100 — telle qu’elle 
est préconisée par plusieurs laboratoires étrangers (4), n’est pas 
absolument satisfaisante car la lecture peut en étre difficile et, pour 
notre part, nous ne tenons compte que de l’hémolyse totale, selon 
la technique utilisée par P. Nelis (5). 

(1) P. Hartiry et M. Liewettyn Smiru, Bull. Org. Hyg. S. D. N., 1938, 
4, 67. 

(2) M. Luewettyn Smitu, Brit. J. exp. Path., 1937, 18, 265. 

(3) M. Luewettyn Smita et J. Ipsen, Bull. Org. Hyg. S. D. N., 1938, 
Ty, ies: 

(4) T. E. Roy, J. Immunol., 1937, 33, 437. 

(5) Voir Bull. Org. Hyg. S. D. N., 1935, 4, 76. 
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La méme diversité, plus accentuée encore, se relrouve dans les 
méthodes de dosages et de contrdles de l’anatoxine staphylococcique. 

C’est ainsi qu’en Amérique et en Angleterre, par exemple, le pou- 
voir antigénique est uniquement testé en fonction de l’activité immu- 
nisante A l’égard de l’animal, le lapin aux U. S. A., le cobaye en 
Angleterre. 

En France, si l’on titre également l’anatoxine eu égard a sa valeur 
immunisante, nous y associons toujours la recherche du pouvoir de 
combinaison de l’anatoxine avec l’antitoxine spécifique préconisée par 
G. Ramon et R. Richou (6). Nous préparons en moyenne 150 litres 
d’anatoxine staphylococcique par mois, destinés 4 l’usage thérapev- 
tique humain ou vétérinaire. Leur valeur antigénique est apprécic¢e 
selon les techniques suivantes : 

A. — Chaque lot d’anatoxine est injecté & une série de 10 cobayes, & 
raison de deux injections sous-cutanées de 1 cm* a un mois d’inter- 
valle. Le sérum de chaque animal recueilli une semaine aprés la der- 
niére injection doit renfermer au moins une unité antitoxique par 
centimétre cube. 

A titre de controle, certains lots sont en outre injectés a 3 lapins 
sans immunité naturelle, sous le volume de 1, 2 et 4 cm, a quatre 
jours d’intervalle. Saignés une semaine aprés la derniére injection, 
les lapins doivent reccéler en moyenne 3 unilés,au minimum par 
centimétre cube de sérum, 

Depuis 1934, ot: nous avons pu suivre personnellement des milliers 
de malades traités par l’anatoxine staphylococcique (7), il nous a été 
donné d’apprécier la relation trés étroite entre l’activité immunisante 
de l’anatoxine pour l’homme et la valeur antigénique mesurée par 
le pouvoir de combinaison. 

B. Détermination du pouvoir de combinaison. — Pour déterminer 
le pouvoir de combinaison, on répartit dans une série de tubes a 
hémolyse et sous le volume de 1 cm* une quantité d’antitoxine cor- 
respondant & 2 unités antitoxiques, on ajoute les doses croissantes 
0,07, 0,10, 0,12, 0,15 cm* de l’anatoxine a doser. On améne le 
contenu de chaque tube au volume de 2 cm* par addition d’eau phy- 
siologique. Apres agitation des tubes, on laisse au contact pendant 
vingt minutes 4 la température du laboratoire. On ajoute alors dans 
chaque tube I goutte (1/20 de centimétre cube) de globules rouges de 
lapin, lavés trois fois et dilués au 1/3, puis une quantité de toxine 
légérement inférieure & la dose combinée hémolytique (0,10 cm* par 
exemple pour une toxine dont la dose combinée hémolytique est de 
0,11 cm*). Aprés avoir agité de nouveau, on met d l’étuve pendant 
une heure 4 37° et on fait la lecture une heure apres le retrait de 
l’étuve. Le pouvoir de combinaison est exprimé en fonction du plus 
pelit volume d’anatoxine qui permet Il’hémolyse totale dans le sys- 
téme de mélanges ainsi préparés. Nous ne retenons comme efficaces 
que les anatoxines dont le pouvoir de combinaison est égal ou infé 
rieur 4 0,15 cm®, et qui se montrent douées d’un pouvoir immunisant 
lel qu’il a été indiqué ci-dessus. 


(6) G. Ramon et R. Ricuou, C. R. Soc. Biol., 1936, 424, 517. 
(7) Voir en particulier : A. Bocace et P. Mereimr, La Presse Médicale, 
1947, n° 6, 60. 
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Pourquoi est-on obligé, a notre avis, d’effectuer conjointement pour 
un méme lot d’anatoxine les deux dosages, in vitro et in vivo ? C’est 
que ces techniques ont leurs avantages et leurs inconvénients. 

La recherche du pouvoir immunisant sur l’animal est longue, 
cotiteuse et, d’autre part, on constate des différences individuelles 
trés marquées non seulement d’une espéce animale & une autre, mais 
également chez les animaux de méme espéce. Le lapin est, A cet égard, 
Vanimal de choix mais, dans les conditions actuelles, il reste rare 
et d’un prix élevé. 

Nous tenons généralement comme excellente la correspondance entre 
le pouvoir de combinaison et l’activité immunisante chez l’hmme. 
Toutefois, nous avons pu noter exceptionnellement le phénoméne de 
zone : hémolyse apparaissant d’abord dans le mélange contenant non 
pas la plus forte quantité d’anatoxine mais une dose moindre. On a 
pu également observer trés rarement une double zone d’hémolyse (8). 

La floculation devrait étre une méthode de choix pour apprécier 
la valeur antigéne de l’anatoxine, elle est commode et relativement 
précise. Mais, si elle s’applique facilement au dosage de 1l’anatoxine 
« brute », elle donne avec l|’antigéne purifié par l’acide trichloracétique 
des résultats moins nets et plus tardifs. 

Le floculat est trés fin et n’apparait qu’au bout de trois 4 quatre 
jours (bain-marie a 52°). 

D’autre part, certains lots d’anatoxine préparés 4 partir de la 
souche 72 de Nélis paraissent donner chez l’homme une meilleure 
immunité antitoxique que d’autres lots, de méme valeur floculante, 
obtenus a partir de la souche Wood. Peut-étre n’est-ce qu’une coinci- 
dence et convient-il de se rappeler les différences individuelles consi- 
dérables que l’on observe a la fois chez l’ homme et chez |’animal, 
quel que soit l’antigéne injecté. 

Quoi qu’il en soit, l’appréciation de la valeur antigéne de l’ana- 
toxine, 4 la fois par l’immunisation du cobaye ou du lapin et par 
le pouvoir de combinaison, montre que ces techniques sont d’excel- 
lents indices du pouvoir immunisant chez l’homme. 

Les techniques de contrdle sont beaucoup plus uniformes, dans les 
divers laboratoires préparant l’anatoxine staphylococcique. Nous nous 
sommes arrétés aux méthodes suivantes 

En dehors du contréle de stérilité de l’anatoxine effectué par ense- 
mencement du produit en milieu gélosé, en bouillon et en gélose 
Veillon, l’anatoxine ne doit plus présenter la moindre activité hémo- 
lytique. Pour ce contrdéle, l’antigéne est réparti dans 3 tubes 4 hémo- 
lyse, sous le volume de 2 cm? ; a Ja fois pur et dilué au 1/3 et au 1/10 
dans l’eau physiologique. Une goutte de globules rouges de lapin, 
lavés trois fois et dilués au 1/3, est ajoutée a chaque tube. Les mélanges 
sont, aprés agitation, placés 4 l]’étuve 4 37° durant une heure et !a 
lecture est faite une heure aprés le retrait de 1’étuve. 

On doit constater l’absence totale d’hémolyse dans chacun des 
3 tubes. 

La disparition du pouvoir dermonécrotique est recherchée par injec- 
tions de l’anatoxine 4 controler, au lapin, sans immunité naturelle, 
et épilé sur les flancs depuis au moins quarante-huit heures. Sur l'un 


(8) G. Ramon et R. Ricnov, Rev. Immunol., 1940, 6, 56. 
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des flancs, on fait une injection intradermique de 1 cm et, au niveau 
de l'autre, une injection sous-cutanée de 4 cm‘. L’animal observé 
durant six jours ne doit pas présenter d’cedéme et & plus forte raison 
de nécrose. Enfin, Vanatoxine A contréler est injectée 4 deux autres 
lapins sans immunité naturelle pour un méme lot, par voie intravei- 
neuse et sous le volume de 2 cm®* par kilogramme d’animal. Les 
animaux ne doivent pas succomber avant le quatriéme jour pour 
attester la disparition du pouvoir Iéthal. 

Ces divers contrdles nous paraissent suffisants pour mettre en cic- 
culation un lot d’anatoxine et, de fait, les millions d’injections de 
cet antigene faites en France n'ont pas donné de réactions dangereuses 
si le praticien se conforme A la posologie et aux précautions que nous 
avons indiquées par ailleurs (9). 

En résumé, forts d’une expérience déja longue, nous croyons que 
Von peut tester avec précision la valeur antigéne de l’anatoxine, lors- 
quelle est mesurée a la fois par le pouvoir de combinaison et Lactivité 
immunisante, et nous souhaitons qu’un accord international précise 
les conditions auxquelles devrait satisfaire l’anatoxine  staphylococ- 
cique, accord déjad proposé, dés 1934, par D. T. Fraser, ad la session 
de Copenhague de la Commission de Standardisation Biologique (10). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


MICRODOSAGE DU CARBONE PAR VOIE HUMIDE 


par Y. T. TCHAN et J. KAUFFMANN. 


Si le dosage du carbone est une opération courante dans les labo- 
ratoires de chimie organique, il est assez rare de voir les laboratoires 
de biologie effectuer ce genre d’analyse, 

La cause en est due surtout a la délicatesse des manipulations 
qu’exigent Jes appareils employés dans les laboratoires de chimie (1). 
Pour remédier A cet inconyénient, nous nous sommes proposé de 
mettre au point un appareil de manipulation facile et pouvant ¢étre 
mis & la portée des biologistes non spécialisés. 

Notre technique est une modification de la méthode de Nardo (2) 
dont le principe est une oxydation de la matiére organique par l’an- 
hydride permanganique ; le gaz carbonique est recueilli dans une solu- 
tion de KOH a 50 p. 100. On pese le CO, fixé. Nous avons déja (3) 
remplacé la solution de KOH par des pastilles de potasse pour évitet 
la perte de poids due a l’évaporation d’eau provoquée par le courant 


(9) A. Bocace et P. Mercier, Loc. cit. 

(10) Voir Bull. Org. Hyg. S. D. N., 1935, 4, 529. 

(1) A. Frmeprick, La pratique de la microanalyse organique quantitative. 
Dunod, édit., Paris, 1939. 

(2) Narpo, Ann. Agr., 1939, 9. 


3) J. Pocnox, Y. T. Toman, M, A. Cranvienac et R. Cuacaust, Ces Ar 
H , M. A. NIG . CHALAUS Ses Annales 
1947, 73, 1118, 
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@air sec qui traverse la solution de KOH. Maintenant, nous augmen- 
tons la sensibilité du dosage en remplacant la gravimétric par une 
titrimétrie. Le CO, est capté par Ba(OH), et on titre l’excés de 
celui-ci. par CIH. Cette modification permet non seulement de rendre 
la méthode trés sensible, mais encore elle supprime dans le montage 
une série d’absorbeurs d’eau devenus inutiles. La sensibilité et {a 
précision du dosage ne dépendent plus que du titre des solutions 
employées. 

Appareil. — Deux barbotteurs A et B contenant une solution de KOH 
concentrée et un tube C de chaux sodée pour priver l’air de GO,. Un 


CHAUX SODEE 


oe 
VIDE 


ballon D &a trois tubulures pour J’attaque des mati¢res organiques. 
Un réfrigérant et un tube en U remplis d’amiante pour arréter Jes 
réactifs. Un gros tube E a ‘tubulure lJatérale muni d’un bouchon % 
trois trous sert 4 recueillir le CO,. Enfin le tube F contenant de ia 
chaux sodée est destiné A prévenir un retour d’air possible. Le 
ballon G n’est destiné qu’a éviler les retours d’eau de Ja trompe & 
vide. 

Fonctionnement, — On verse dans le ballon D Ja substance a4 doser. 
On ouvre le robinet a. On verse quelques gouttes de phénolphtaléine 
dans KE. On fait le vide pendant dix a quinze minutes pour chasser 
le CO,. Durant ce temps, on prépare lanhydride permanganique en 
triturant au mortier 1 g. de MnO,K dans 10 cm? de SO,H, concentré. 
Le mélange est versé dans V’ampoule H. On verse 10 cm? “de Ba(OH), 
a Vaide d’une burette automatique dans E. On ferme a el on arréte le 
vide. On ouvre b et on fait un vide tres modéré pour que !’anhydride 
permanganique puisse couler dans D. On ferme b quand il ne reste 
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plus qu’une goutte de solution dans H. Laisser l’attaque se poursuivre 
(quelques minutes), puis chauffer jusqu’a ébullition. On arréte le 
chauffage et on fait le vide pendant vingt minutes. Sans arréter le 
vide, on titre l’excés de Ba(OH), par CIH. ‘ 

- Dans la pratique, il faut laisser au début l’oxydation se poursuivre 
a froid car un chauffage trop hatif peut amener une oxydation trop 
rapide qui, parfois, peut devenir dangereuse. La solution de Ba(OH), 
ne doit pas étre d’un titre inférieur 4 N/20 car a N/25 la fixation 
de CO, est incompléte. Ba(OH), N/10 et CIH N/50 nous ont donné de 
bons résultats. Dans nos conditions de travail nous atteignons une 
sensibilité de 3 y. 

Signalons quelques avantages de notre technique. Nous pouvons 
doser trés aisément les matiéres organiques contenant des carbonates 
minéraux : on met d’abord dans l’ampoule H 5 cm* de SO,H, 3 
30 p. 100. On opére comme ci-dessus. On titre le CO, provenant des 
carbonates. On verse ensuite 10 cm*® de Ba(OH), et dans l’ampoule H 
Vanhydride permanganique, Une deuxiéme opération dose le CO, pro- 
venant des matiéres organiques. 

Enfin, il est trés avantageux de pouvoir doser le carbone sans avoir 
nécessairement recours & la matiére seche. Méme dans le cas de bouillon 
de culture, il suffit d’ajouter de l’acide sulfurique concentré jusqu’d 
une concentration de 30 p. 100 environ. On peut effectuer le dosage sans 
aucune difficullé. 

(Institut Pasteur.) 


EVALUATION RAPIDE 
DE LA STREPTOMYCINO-RESISTANCE 
PAR LA CULTURE DIRECTE 
DES PRODUITS BACILLIFERES 


par J. BRETEY, P. J. COLETSOS et II. BOISVERT. 


L’appréciation rapide de l’existence d’un état de streptomycino- 
résistance chez le malade en traitement depuis un certain temps, et 
chez lequel la régression des signes cliniques se manifeste avec lenteur 
ou marque un temps d’arrét, revét une importance toute particuliére 
pour le clinicien et pour la conduite ultérieure du traitement par la 
streptomycine. 

Les délais nécessaires 4 la constatation de Vexistence de bacilles 
streptomycino-résistants dans les prélévements organiques (sang, 
liquide céphalo-rachidien, liquide pleural, urines, produits d’expecto- 
ration) sont relativement trés longs. 

Cet inconvénient dérive du principe admis a priori qu’il faut dis- 
poser de bacilles en plein développement, c’est-d-dire de bacilles en 
culture de fraiche date, avant d’éprouver leur vitalité, done leur pou- 
voir de prolifération, en milieu de culture additionné de streptomycine 
i des taux progressivement croissants. 
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Ceci fait que, trés souvent, 4 la réception de la réponse du labora: 
loire qui nécessite trois semaines et méme davantage, les conditions 
biologiques des bacilles responsables de la maladie peuvent étre pro- 
fondément modifiées dans le sens de la streptomycino-résistance par 
Vadministration de streptomycine durant cette période. Autrement dit, 
les bacilles prélevés chez un malade trois semaines auparavant et 
déclarés streptomycino-sensibles peuvent étre devenus entre temps 
fortement streptomycino-résistants. 

En l’occurrence, la clinique est informée trop tardivement par le 
laboratoire pour en tirer des avantages tangibles. 

Nous nous sommes livrés 4 un certain nombre d’essais qui nous 
ont montré que, méme dans les laboratoires modestement équipés et 
insuffisamment expérimentés dans la préparation des milieux synthé- 
tiques nouveaux (Dubos, Youmans), il est possible d’arriver rapide- 
ment a une estimation suffisante de la streptomycino-résistance. 

Pour cela, nous tirons parti de plusieurs constatations : 

1° Il n’est pas nécessaire de faire le dosage sur des colonies déja 
adaptées au milieu et en plein développement sur celui-ci. 

2° L’addition de taux convenables de streptomycine (0,5, 1, 5, 10, 
20 et 50 unités) incorporés au milieu de Loewenstein ou de Loewen- 
stein modifié par Jensen avant leur répartition et leur coagulation, 
permet d’apprécier la résistance des colonies dés leur premiére culture. 
Cette technique serait actuellement essayée dans certains laboratoires 
américains (communication personnelle du D" Cummings). 

3° Il est souvent possible de raccourcir de beaucoup les délais de la 
réponse par l’identification des « colonies naissantes », procédé sur 
lequel nous avons insisté & propos du diagnostic bactériologique de 
la tuberculose (1), soit par raclage des milieux solides, soit par pré- 
lévement des milicux liquides et par l’examen microscopique des 
frottis ainsi obtenus. 

Encouragés par les résultats obtenus par les méthodes précédentes 
et dans le but d’éviter la manipulation de l’incorporation de strepto- 
mycine dans les milieux solides, nous avons tenté l’ensemencement 
simultané et direct du produit bacillifére et de la streptomycine. 

Notre expérience ne nous permet pas encore d’avoir une opinion 
valable sur la fidélité du procédé. 


Tecuniour. — Condition indispensable. — On peut uliliser des pro- 
duits de toute nature 4 condition qu’ils soient abondamment_ bacil- 
liféres au frottis direct. 

Si les produits sont stériles (liquide céphalo-rachidien, liquide 
pleural, etc.), ensemencer directement. b hing 

Si les produits sont contaminés, ensemencer aprés traitement par 
la soude & 4 p. 100 A volume égal, deux ou méme cinq fois supérieur, 
et aprés un séjour 4 l’étuve pendant une heure. Le volume de soude a 
4 p. 100 variera suivant la consistance du produit et sa richesse en 


bacilles. 


(1) J. Brerey, P. J. Cotersos et H. Borsvert, Constatations faites au cours 
de l'étude comparée de la culture du bacille de Koch sur milieux de Dubos 
et sur milieux a (ceuf. Rapport a la Réunion de l'Union Internationale contre 
la Tuberculose, séance du 28 septembre, Paris, 1948. 
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Pour les produits 4 faible concentration bacillaire il y a lieu de 
procéder 4 Vhomogénéisation suivie de centrifugation. Pour les urines 
centrifuger le plus grand volume possible et utiliser le culot de 
plusieurs tubes de centrifugation. 

Un deuxiéme frottis doit ¢tre fait avec une goutte du liquide qui 
servira A Lensemencement, Ce frottis doit également montrer la 
présence de bacilles. 

L’ensemencement doit s’effectuer avec un nombre de gouttes rigou- 
reusement égal dans tous les tubes et de préférence avec une pipette 
eraduée, & raison de 3 A 5/10 de centimétre cube. 

Ensemencer chaque fois que cela est possible, sur des milieux trés 
différents, liquides et solides (Laewenstein, Loewenstein-Jensen, Dubos 
gélosé, Dubos liquide de préférence sans ‘Tween mais avec le complexe 
fraction V d’albumine et albumine-acide oléique, milieu de Youmans, 
Sauton, etc.). Cette précaution permet d’éviter les inconyénients dune 
contamination d’un seul milieu. 

Tous les milieux sans exception doivent ¢tre titrés de la méme 
facon, c’est-d-dire comporter une gamme croissante de 0,5, 1, 5, 10, 
20 et 50 unités de streplomycine par centimetre cube de milieu. 

Il va sans dire que tous ces milieux ne sont pas identiques en 
sensibilité et en précocilé. C’est une question que nous préciserons a 
propos d’un autre travail. 

Toujours est-il que notre préférence va, pour les milieux liquides 
au Delbos sans Tween, pour les milieux solides au Dubos gélosé et au 
Loewenslein-Jensen, 

Résullals. — A partir du cinquiéme-sixiéme jour on peut déja pro- 
céder & Lexamen des « colonies naissantes » au microscope, soit en 
fixant sur lame le produit de raclage des miilicux solides, soit en 
prélevant une goulte des milieux liquides. Les lames ainsi obtenues 
sont fixées & alcool méthylique pendant deux minutes. Verser |’exces 
d’alcool, laver & V’eau puis colorer au Zichl-Neelsen. 

Au microscope, on doit toujours trouver des « colonies naissantes » 
sur les tubes témoins. Elles seront cherchées au faible grossissement 
@abord, puis & Vimmersion. S’il en est de méme pour les tubes 
additionnés de slreptomycine, il faut remonter progressivement des 
dilutions les plus faibles aux plus fortes et jusqu’’ ce qu’on n’en 
trouve plus. 

Le dernier tube posilif indique le taux minimum de streptomycino- 
résistance pour le jour ot l’examen a été pratiqué. 

Les tubes sont conservés pour ‘confirmation et vérification ulté- 
rieure du résultal microscopique par le développement macroscopique 
des» golonies. 

Kn outre, ils serviront au titrage rigoureux de la slreplomycino- 
résistance par des méthodes plus précises. 


REMARQUE TRES IMPORTANTE. — Hn aucun cas, les unilés ou méme 
les amas bacillaires constatés sur frotlis de prélevement ou de raclage 
de cullure ne doivent étre considérés comme un développement. bacil- 
laire. Seule la constatation nettle et sans hésilation possible de plusieurs 
groupements  baeillaires en torsades, échevauxr ou circonvolutions, 
autlorise &@ conclure a& Vexislence de colonies bacillaires naissantes, et 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 194 


a condition qu'on se soit mis & Vabri de loule cause d’erreur provenantl 
d’un nettoyage insuffisant de la verrerie. 


OBsERVATION. — On sait que les bacilles provenant de malades soumis 
au ‘traitement par la streptomycine poussent plus difficilement, et les 
colonies sont apparemment dysgoniques. 

Ce fait ne constitue pas une entrave pour le but que nous poursui- 
vons, bien au contraire. Car en effet, alors que les bacilles strepto- 
mycino-sensibles auront une double raison pour ne pas pousser, du 
fait du double contact avec la streptomycine, in vivo d’abord et 
in vitro ensuite, les bacilles streptomycino-résistants surmonteront ce 
double obstacle d’autant plus facilement que leur streptomycino- 
résistance sera plus grande. 


Conciustons. — 1° L’éyaluation rapide de la streptomycino-résistance 
est possible au moyen de Ja culture directe des produits bacilliféres, 
sur des milieux divers liquides et solides, préalablement additionnés 
de streptomycine 4 des taux progressivement élevés et de titre connu. 

2° La recherche et Ja mise en évidence des colonies naissantes par 
examen microscopique permet d’obtenir une réponse A partir du 
cinquiéme-sixiéme jour. 

3° La streptomycino-résistance est donnée par le dernier tube qui 
présente des colonies bacillaires en partant du tube témoin et en 
remontant la gamme de 0,5 unilé de streptomycine jusqu’d 50. 

4° L’étude de la streptomycino-résistance par la culture directe n’a 
pas la prétention de donner la mesure absolument exacle de ce phéno- 
méne mais de le mettre rapidement en évidence avec une approxi- 
mation convenable et suffisante en clinique. 

5° La simplicité de la méthode, la rapidilé dans la réponse en font 
ses principaux avantages, susceptibles de rendre de grands services 
dans la conduite rationnelle du traitement par la streplomycine. 


(Institut Pasteur. Laboraloire de Recherches sur la Tuberculose.) 


QUELQUES REMARQUES SUR LA « PRIMO-CULTURE » 
DES BACILLES PARATUBERCULEUX 


par P. J. COLETSOS, 


Ayant eu la bonne fortune d’identifier un certain nombre de souches 
de bacilles paratuberculeux & J’occasion d’examens bactériologiques 
effectués chez des tuberculeux ou des malades suspectés de tuber- 
culose, nous nous sommes attaché 4 notre tour et apres tant 
d’auteurs (1) A l'étude de ce genre de mycobacterium, 

(1) Pour la bibliographie, consulter : la monographie du Professeur 
‘Haupuroy, Inventaire et description des baeilles paratuberculeuc, Masson 
et Cie, éditeurs. — Thése de R. Sansoynnens, Lausanne, 1946, 1. Peyronnet, 
et Cie, éditeurs, Paris. — Thése de V. Capasso, Tunis, 1941, Bascone et 
Muscat, éditeurs, Tunis. 
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Quelques points particuliers non conformes aux idées eénéralement 
admises sur le sujet ont attiré notre attention. 

Ces remarques, qui ne constituent pas des révélations pour les 
microbiologistes familiarisés avec la culture des  paratuberculeux, 
forment un ensemble d’éléments utiles 4 connaitre par tous ceux qui 
s’occupent du diagnostic du bacille tuberculeux afin d’éviter des 
confusions regrettables avec ce dernier. 

fl est généralement admis que : 

1° Les bacilles paratuberculeux poussent dans des délais trés courts 
et généralement inférieurs a sept jours. 

Cette notion se vérifie généralement exacte pour les repiquages des 
souches de paratuberculeux, mais pour la « primo-culture » sur milieu 
a l’eeuf le plus couramment utilisé pour le diagnostic les délais sont 
beaucoup plus longs et exceptionnellement inférieurs 4 douze jours. 

Sur 7 souches isolées par nous, aucune n’a poussé a la température 
de l’étuve A 87° avant le treiziéme jour et 38 d’entre elles ont poussé 
entre le seizitme et le vingt et unitme jour, donc dans des délais 
comparables 4 ceux qui sont nécessaires au bacille de Koch. 

La notion de la culture trés rapide des paratuberculeux vient du 
fait que lidentification des colonies de bacilles paratuberculeux est 
faite dans la majorité des cas fortuitement et que les colonies malgré 
leur apparition tardive s’étalent trés rapidement, de sorte qu’da défaut 
de surveillance quotidienne des tubes on a tendance a leur attribuer 
une apparition trés précoce. 

Il est méme & remarquer qu’d la cullure du broyat d’organes d’ani- 
maux infectés expérimentalement avec des bacilles paratuberculeux, 
done avec des souches déjd entrainées, on voit exceptionnellement 
pousser des colonies avant le douziéme jour. 

En outre, lorsque l’on repique avec des dilutions de paratuberculeux 
de plus en plus poussées au point d’obtenir par la suite une ou deux 
colonies seulement par tube ensemencé, le délai d’apparition des 
colonies est extrémement long et quelquefois supérieur & un mois. 

2° Les bacilles paratuberculeux sont peu exigeants et poussent sur 
des milieur ordinaires, méme sur simple gélose. 

Cette aptitude n’est pas valable pour tous les paratuberculeux et 
nombreux sont ceux qui exigent des miliecux synthétiques et la 
présence de glycérine. 

D’autre part, en traitant les paratuberculeux comme on a l’habitude 
de traiter les produits supposés bacilliféres, soit par l’acide sulfurique 
a 15 p. 100, soit par la soude 4 15 p. 100 ou mieux par la soude A 
4 p. 100 et en procédant simultanément a l’ensemencement sur milieu 
i l’ceuf et sur milieux ordinaires, on s’apercoit que l’apparition des 
colonies est trés sérieusement entravée et méme nulle sur les milieux 
ordinaires et méme sur le milieu a l’ceuf non glycériné alors qu’elles 
apparaissent encore quelquefois sur milieu de Loewenstein ou de 
Loewenstein-Jensen. 

3° Les paratuberculeux poussent & des températures tres variables 
contrairement au bacille de Koch qui pousse au voisinage de 37°. 

Cette aptitude bien qu’exacte pour les repiquages est loin d’étre 
constante pour la « primo-culture », méme lorsqu’il s’agit de para- 
tuberculeux isolés en dehors d’un organisme animal. 

En effet, alors qu’il nous a été possible d’isoler et cultiver des colonies 
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de paratuberculeux du robinet sur milieu 2 lVoeuf, et a l’étuve 4 387°, 
it nous a été impossible d’obtenir le méme résultat avec le méme 
produit et le méme milieu laissé A la température du laboratoire. 

Par contre, et comme on le sait déja, le séjour a l’étuve des tubes 
pendant les trois premiers jours favorise le développement ultérieur 
de colonies 4 Ja température du laboratoire, mais 14 encore les colonies 
sont plus rares et plus longues & apparaitre et manifestement moins 
eugoniques que celles qui poussent a l’étuve a 37°. 

4° Les bacilles paratuberculeux sont chromogénes. 

Cette propriété propre aux paratuberculeux se révéle sous des aspects 
trés variés, suivant les souches. Elle constitue un élément d’orien- 
tation et de différenciation trés important. 

Elle a été méme proposée comme moyen de classification provisoire 
des différents groupes de paratuberculeux. 

Toutefois, cette propriété n’est pas apparente d’emblée et elle n’est 
pas immuable. 

En effet, certaines cultures de paratuberculeux sont trés longues a 
se pigmenter tant qu’elles restent & l’étuve et ce n’est que par la 
conservation des tubes en dehors de 1’étuve que les propriétés chromo- 
génes se manifestent, ou encore par leur vieillissement 4 l’étuve qui, 
comme on le sait, est trés rapide pour les paratuberculeux. 

Il est 4 noter aussi que le pouvoir chromogéne est généralement 
plus net en milieu solide qu’en milieu liquide, milieu de Sauton par 
exemple. 

Par ailleurs, le pouvoir chromogéne n’est pas immuable. C’est ainsi, 
par exemple, que des souches originellement de teinte rouge brique 
deviennent rouge orangé ou jaune ocre et inversement par passages 
successifs sur des milieux différents ou par la conservation a la tempé- 
rature de ]’étuve ou & celle du laboratoire. 

En outre, et ceci est trés important, pour 25 p. 100 environ des 
souches et surtout pour les paratuberculeux isolés 4 partir d’organes, 
de biopsie ou par ponction, les colonies sont a peine teintées ou d’une 
couleur jaune créme identique A celle du bacille tuberculeux. 

En conclusion. — Les propriétés généralement attribuées aux bacilles 
paratuberculeux par opposition a celles du bacille tuberculeux corres- 
pondent 4 un schéma trés approximatif. 

Elles peuvent faire défaut soit dans leur ensemble soit individuel- 
lement, suivant les souches, d’ot: la nécessité de faire appel a l’ino- 
culation & ]’animal avant de se prononcer définitivement. Quant a la 
rareté relative de leur découverte en culture, elle tient 4 des facteurs 
trés variés qui feront l’objet d’une prochaine communication. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Recherches sur la Tuberculose.) 
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VARIANTE DE LA TECHNIQUE DE MACCHIAVELLO 
APPLICABLE A LA MICROSCOPIE EN FLUORESCENCE 
DES BACTERIES 


par Jean-C. LEVADITI et J. AUGIER. 


Giroud et Panthier ont montré que sur des frottis de bactéries 
desséchées mais non fixées, il est possible de différencier les germes 
d’ages différents A Vaide de la technique décrite par Macchiavello pour 
la coloration des rickettsies. Sous influence d’une solution d’acide 
citrique & pH 3, la fuchsine basique reste fixée sur les bactéries jeunes 
et est libérée des bactéries agées ; il est possible alors de colorer ces 
derniéres par du bleu de méthyléne (1). 

Sur des bactéries & Vétat frais en suspension en milieu liquide, de 
semblables différences tinctoriales peuvent ¢tre observées A Laide de 
la microscopie en fluorescence. Les résultats varient suivant les fluo- 
rochromes utilisés. Les bactéries jeunes en suspension dans une 
solution de Thioflavine S A 1 p. 10.000 ne fixent pas Je fluorochrome 
en quantité suffisante pour ¢tre visibles, alors que les bactéries sénes- 
centes ou mortes brillent d’une teinte jaune d’or sous l’influence du 
rayonnement ultra-violet (2). Dans une solution d°Orangé d’Acridine 
a égale concentration toutes les bactéries sont visibles & l’aide de la 
microscopie en fluorescence, mais la teinte des bactéries jeunes est 
verte et celle des bactéries sénescentes ou mortes, rouge orangé (3). 

Nous avons appliqué la technique de Macchiavello 4 des frottis de 
suspensions bactériennes d’ages et d’especes différentes, en remplacant 
la fuchsine basique par l’Orangé d’Acridine et en différenciant par 
acide citrique selon la technique suivante 


TECHNIQUE DE COLORATION. — Solutions. — Préparer une solution A 
2 p. 1.000 d’Orangé d’Acridine dans l’eau distillée. Cette solution doit 
étre conservée & la glaciére et ulilisée pendant la semaine qui suil, 
Piltver au moment de l’emploi. 

Solution & 1 p. 1.000 de Rhodamine O et solution d’Auramine 
1 p. 1.000 dans l'eau distillée (conservation prolongée). 

Solution 4 10 p. 100 d’acide citrique dans l'eau distillée, La conserver 
a la glaciére. La diluer au moment de l’emploi A raison de 1 em* dans 
100 cm*® d’eau_ bidistillée ou. d’eau distillée fraichement bouillie. 

Coloration, — Au cours de la coloration n’employer que 
distillée. 


a 


Peau 


(1) P. Giroup et R. Panrmer, C. R. Acad. des Sciences, 1941, 242, 253 
et A. Maccniavetto, Revista chilena Migiene medecina prev., 1931, 4, 101, 
(2) J.-C. Levanit1r. et J. Grunrini, C. R. Soc. Biol., 1941, 435, 79 
J.-C, Levapiri, Biologie méd., 1946, 35, 33. 

(3) S. Srruccer et P. Hirsricu, Deutsch. tierdrztl. Wochensehr. 1942, 
nos J1-12, 121 et S. Srruccer, Berl. u. Mtineh. tierdrzil. Wochenschr. 


1942, no* 33-34, 253. 


et 
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Sur le frottis de quelques heures, sec mais non fixé 

1° Verser la Rhodamine destinée & mordancer. Laisser en contact 
cinq secondes. 

2° Verser l’excés de fluorochrome. 

3° Verser ensuite la solution d’Orangé d’Acridine, laisser vingt 
minutes en contact. ; 

4° Différencier dix secondes a l’acide citrique dilué. 

5° Laver a l’eau distillée. 

6° Verser immeédiatement l’Auramine (cing & dix secondes) destinée 
4 renforcer la teinte trop pale des bactéries vertes, et ‘rincer avec un 
exces d’eau distillée. 

7° Sécher de suite avec un papier filtre. 

Les frottis colorés par cette technique sont examinés avec l’appareil 


Fie.) 4. Fic. 2. 


Fic. 1. — Photomicrographie en fluorescence d'un frottis de B. megatherium 
coloré & l'aide de la variante de la technique de Macchiavello décrite ci-dessus. 
Ces germes en culture depuis vingt-quatre heures a l’étuve sont presque tous 
rouge orangé et leur brillance est équivalente. 


fia. 2, — Méme culture observée dans les mémes conditions aprés quarante- 
huit heures d’étuve. Presque tous les germes sont jaune verdatre; deux d’entre 
eux, les seuls qui soient rouge orangé, ont plus fortement impressionné la 
plaque photographique et paraissent plus lumineux. 


de microscopie en fluorescence de Hailinger (4) en utilisant les écrans 
liquides spécialement adaptés par J. Augier et R.-O, Prudhomme (5), 
écrans qui permettront d’obtenir, d’une part, une concordance totale 
entre la lumiére excitatrice transmise par l’écran au SO,Cu et le 
spectre d’absorption de l’Orangé d’Acridine et, d’autre part, entre 
la lumiére secondaire émise par le fluorochrome et le spectre de trans- 
mission du filtre d’arrét au bichromate de potassium qui surmonte 
Voculaire. En plus d’une bonne visibilité, de tels écrans permettent 
de prendre des photomicrographies. 

) M. Harrincrr, Zeitsehr. wiss. Mikroskopie, 1933, 50, 195. 

) J. Aucier et R.-O. Prupnomme, Ces Annales, 1948, 75, 223. 
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Résultats. — A l’aide de cette technique, les bactéries jeunes appa- 
raissent en rouge orangé et les bactéries sénescentes ou mortes en 
vert pale, ainsi qu’il ressort des faits suivants observés avec diffé- 
rentes souches de: Staphylococcus aureus, Streptococcus, Diplococcus 
pneumoniae, B. subtilis, B. megatherium, Klebsiella pneumoniae, Esche- 
richia coli, Salmonella paratyphi B, etc..., en cultures a l’étuve a 37° 

Dans les cultures jeunes, A4gées de huit A douze heures, la quasi 
totalité des bactéries est rouge orangé, quelques rares germes sont 
jaune verdatre. De dix-huit a vingt-quatre heures, les proportions sont 
sensiblement équivalentes. Aprés quarante-huit heures, les bactéries 
rouge orangé sont en minorité tandis que les germes jaune verdatre 
sont en majorité. D’une espéce bactérienne A l'autre, le vieillissement 
est plus ou moins rapide et ce fait est confirmé par la proportion des 
bactéries vertes qui augmente plus rapidement pour Diplococcus pneu- 
moniae que pour Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae. 

Les mémes bactéries centrifugées et lavées dans l’eau_bidistillée, 
tamponnée A pH 7,2 permettent de constater le méme phénoméne. 
Il n’y a done pas 14 une influence due aux variations de pH et de 
composition chimique du milieu de culture. Enfin les modifications 
morphologiques qui se produisent au cours de la sénescence des bac- 
téries sont retrouvées 4 propos des bacléries vertes, alors que les formes 
jeunes, dépourvues de toute trace d’autolyse, sont bien celles qui ont 
la teinte rouge orangé. 

L’ensemble de ces constatations permet donc de conclure que la 
technique de Macchiavello peut ¢tre appliquée a la microscopie en 
fluorescence lorsque la fuchsine basique est remplacée par l’Orangé 
d’Acridine, 

Discussion, — Dans ces résultats, il y une contradiction apparente : 
les bactéries en suspensions ont une teinte verte lorsqu’elles sont 
jeunes et rouge orangé lorsqu’elles sont sénescentes ou mortes, tandis 
qu’a l’état sec c’est l’inverse : aprés action de l’acide citrique 4 pH 4, 
les bactéries jeunes conservent leur teinte rouge orangé et les bacté- 
ries sénescentes ou mortes perdent cette teinte et deviennent verdatres. 

Quelle hypothése formuler pour interpréter cette contradiction ? Tl 
est certain qu’en milieu liquide et A létat frais, les bactéries jeunes 
absorbent moins facilement les colorants ou les fluorochromes que les 
hactéries sénescentes ou mortes, alors qu’d l’état sec ces mémes bacté- 
ries jeunes se décolorent moins facilement que les bactéries sénes- 
centes ou mortes lorsque le pH devient acide, Tout se passe comme si 
Ie protoplasme de la bactérie jeune était en quelque sorte mieux tam- 
ponné, ou que la membrane bactérienne était moins perméable. D’autres 
recherches analyseront mieux ce phénoméne, mais il y a déjad JA une 
indication qui doit étre soulignéc. 

D’ailleurs, A l’aide de cette technique, nous avons éludié Mycobac- 
terium tuberculosis et avons essayé de voir si des modifications tinc- 
toriales se produisaient au cours de la sémescence de cette espece bac- 
térienne. Cette coloration ne convient pas A l’étude de leur vieillisse- 
ment, Tout ce que l’on sait d’ailleurs de la constitution de ces germes 
riches en lipides acides, permettait de prévoir ce résultat et confirme 
encore les faits observés au sujet des autres especes bactériennes. 

Conclusion, — Les variations de la fixation des colorants selon ]’Age 


des bactéries, variations observées par Macchiavello, se retrouvent 3 
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Vaide de la microscopie en fluorescence lorsque la fuchsine est rem- 
placée par l’Orangé d’Acridine. Ainsi les bactéries jeunes apparaissent 
en rouge orangé et les bactéries sénescentes ou mortes ont une teinte 
jaune verdatre. Ces faits, joints aux constatations antérieures selon 
lesquelles en milieu liquide les bactéries jeunes fixent moins forte- 
ment les fluorochromes que les bactéries Agées, font penser que le 
protoplasme de la bactérie jeune est moins perméable et mieux tam- 
ponné que celui des bactéries sénescentes ou mortes. 


(Institut Pasteur.) 


Les communications suivantes ont paru ou paraitront en Mémoire 
dans les Annales de l'Institut Pasteur. 


Sur les réactions lymphocytaires d’origine hormonale, par 
A. Dretaunay, M™*s M. Denaunay et J. Lesrun. 


Purification et concentration du bactériophage. II. — Préci- 
pitation par 1l’éthanol et redissolution des phages. Essais 
divers, par R. Wau et M™° L. Brum-EmeriQue. 


Méthode de montage d’éléments cellulaires en vue de 
V’examen au microscope électronique, par G. Barsxi, J. Mauri 
et Mle O. Croissanr. 


1V° CONGRES NEUROLOGIQUE INTERNATIONAL 
Paris, 1949. 


Le IV@ Congrés Neurologique International aura lieu 4 Paris, du 5 au 10 sep- 
tembre 1949. 

Le Comité de Présidence est ainsi constituéd ; 

Présidents d’honneur : Sir Ch, Sherrington, Professeur Gordon-Holmes, Profes- 
seur Georges Guillain, D™ André-Thomas. 

Président du Congrés de 1949 : Professeur Th. Alajouanine. 

Vice-président du Congrés : Professeur J.-A. Barré. 

Le programme du Congres est le suivant : 

1° Le thalamus et sa pathologie. 

2° Lélectro-encéphalographie et l’électromyographie. 

3° Les maladies a ultra-virus du syst¢me nerveux. 

4° Chirurgie de la douleur. 

Membres titulaires : Tout neurologiste, neurochirurgien, psychiatre, appartenant a 
une Société ou A une Association neurologique, peut s’inscrire, comme membre 
titulaire, en s’adressant A son Comité national, qui fera parvenir Ja demande 
d@inscription au D™ Raymond Garcin, secrétaire général du Congrés. 

Membres associés : Peuvent étre nommés membres associés, tous les médecins qui 
s’intéressent & la neurologie, 4 la neurochirurgie et 4 la psychiatrie ; les personnes, 
non médecins, qui s’intéressent 4 ces disciplines, en s’adressant 4a leur Comité 
national, qui transmettra leur demande au D? Raymond Garcin. 


Pour tows renseignements complémentaires, s’adresser au DF? Raymond Garcin, 
secrélaire général du Congrés, 19, rue de Bourgogne, Paris-7°. 
Le Gérant : G. Masson. 


Dépot légal. — 1949. — 1er Trimestre. — Numéro d’ordre 900. — Masson et Cie, ddit., Paris 
Ance Imp. de Ja Cour d’Appel, 1, rue Cassette, Paris. 
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